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略語表 
 
AFM  atomic force microscopy 
Ap  ampicillin 
APS  ammonium persulfate 
BSA  bovine serum albumin 
ChIP  chromatin immunoprecipitation 
CTAB  hexadecyltrimethyl ammonium bromide 
DIG  digoxigenin 
DMS  dimethyl suberimidate 2HCl 
EDTA  ethylenediaminetetraacetic acid 
EtBr  ethidium bromide 
HRP  horseradish peroxidase 
Inc  incompatibility 
IPTG  isopropyl β-D-thiogalactopyranoside 
Km  kanamycin 
OD  optical density 
ORF  open reading frame 
PAGE  polyacrylamide gel electrophoresis 
poly[d(I-C)] poly(deoxyinosinic-deoxycytidylic) acid 
SDS  sodium dodecyl sulfate 
SELEX  systematic evolution of ligands by exponential enrichment 
TEMED  N, N, N’, N’-tetramethylethylenediamine 
Tris  tris(hydroxymethyl)aminomethane 
X-gal  5-bromo-4-chloro-3-indolyl- -D-galactopyranoside 
第 1章 
 
序論 
 
1-1. 細菌における核様体タンパク質 
 
生物のDNAは真核生物，原核生物の違いを問わず小さく折り畳まれて細胞内に存在する．
例えばヒトの DNA は計算上約 2 m，体積にして約 3 × 107 m3にもなるが，実際には約 200 
m
3の細胞核に収まっており，大腸菌の DNAは計算上約 2 mm，体積にして約 200 m3であ
るが，細胞内では約 0.5 m3の空間に収まっている [Luijsterburg et al., 2008]．このような
DNA の折り畳み機構については，DNAの超らせん化や高分子クラウディング（高分子が高
濃度で存在することにより各高分子の占有体積が縮小する現象），DNAの構造を支えるタン
パク質が重要であると考えられているが，中でも後者は真核生物のヒストンの例に見られ
るように，DNA を折り畳むだけでなく時には緩めることで転写制御にも関与することから
特に重要視されてきた [Luijsterburg et al., 2006; Luijsterburg et al., 2008]．細菌においてこの
役割を果たすのが核様体タンパク質 (nucleoid-associated proteins) である．核様体タンパク
質には大きく分けて DNAを曲げるもの，巻くもの，架橋するものが存在し，種類により大
きさ，会合度，標的塩基配列が大きく異なり，通常一つの細胞内に複数種類の核様体タン
パク質が存在することが知られている [Dillon and Dorman, 2010]．かつてはその役割の類似
性から「細菌のヒストン様因子」と呼ばれていたが，分子メカニズム研究が進むにつれて
ヒストンとは異なる性質が数多く報告されたため，現在ではいくつかの核様体タンパク質
の名称の中に「histone-like」という呼称が残るのみで，ヒストンと核様体タンパク質とは全
く異なる因子という認識が定着している． 
 
1-2. H-NS family proteins 
 
核様体タンパク質の中でも最も精力的に研究されてきたのが「H-NS ファミリータンパク
質 (H-NS family proteins)」である．このタンパク質群には腸内細菌で古くから研究されてき
た H-NS と，Pseudomonas 属細菌や Mycobacterium 属細菌等が持つ「H-NS の機能的ホモロ
グ」（アミノ酸配列の保存性は無いものの同様の機能を持つと考えられるタンパク質）が含
まれる [Tendeng and Bertin, 2003; Ali et al., 2012]．本項では特に研究が進んでいる大腸菌・
サルモネラ属細菌の H-NS と Pseudomonas属細菌の MvaT について，今日までに明らかにな
っていることを概説する． 
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1-2-1. H-NS 
 
H-NS は 1970 年代初めに RNA ポリメラーゼの転写を in vitro で活性化する耐熱性因子と
して発見され，その後 1970年代後半～1980年代にかけて「細菌のヒストン様因子」として
の再発見を経て，現在に至るまで生理的機能や分子機構が精力的に研究されてきた核様体
タンパク質である [Navarre, 2010]．大腸菌やサルモネラ属細菌が持つ小さなタンパク質であ
り（15.5 kDa, 137残基），大腸菌の場合一細胞あたり 20,000分子と見積もられるなど，細胞
内濃度の最も高いタンパク質の一種である [Falconi et al., 1988]．H-NS は 2つのドメインを
持ち，N 末端側の二量体／多量体化ドメインと C末端側の DNA結合ドメインが決まった形
を持たないリンカー領域 (flexible linker) で繋がれた構造を持つ [Rimsky, 2004]．クロマチ
ン免疫沈降法とマイクロアレイを用いたゲノム上結合箇所の網羅的同定 (ChIP-chip) によ
り，H-NS はゲノム上の GC 含量の低い領域，すなわち外来遺伝子領域に多く結合が見られ
ることが明らかとなっている [Grainger et al., 2006; Lucchini et al., 2006; Navarre et al., 2006; 
Oshima et al., 2006]．H-NS はまずこれらの領域に含まれる高親和性配列を DNA 結合ドメイ
ンで認識して結合し，その分子を「足場」として他の分子が DNA－タンパク質間相互作用
と「足場」とのタンパク質－タンパク質間相互作用により周辺DNA領域に結合することで，
DNA 上の幅広い領域でタンパク質－DNA 複合体を形成し，時には距離が離れた DNA をも
架橋すると考えられている [Bouffartigues et al., 2007; Lang et al., 2007] (Fig. 1-1)．この複合体
が RNA ポリメラーゼの開鎖複合体の形成を阻害する，あるいは形成された開鎖複合体中の
RNA ポリメラーゼの進行を妨害することにより多くの遺伝子の転写が抑制されると考えら
れているが [Dorman, 2004; Fang and Rimsky, 2008]，H-NS による転写抑制が起こる分子機構
については現在も不明な点が多い．しかしホモ多量体形成能を失った H-NSは転写抑制能も
失うこと [Ueguchi et al., 1996] を考慮すると，H-NS の機能発現に重要な分子機構を解明す
るためには，DNA結合能とホモ多量体形成能の両方の解析が重要であると考えられる． 
 
(1) H-NSの N末端側の構造とホモ多量体形成機構 
H-NS のホモ多量体化は N 末端側の二量体／多量体化ドメインにより行われる．Shindo
らは Escherichia coli由来 H-NSの C末端側の構造解析を進める過程で，H-NS91-137 (H-NSの
N 末端側から数えて 91~137 番目までの残基から成るタンパク質を表す，以下同様) が単量
体で存在することを発見した [Shindo et al., 1995; Shindo et al., 1999]．また，Smyth らは
Salmonela enterica serovar Typhimurium (S. enterica Typhimurium) 由来の H-NS1-90が溶液中で
多量体を形成することを報告した [Smyth et al., 2000]．さらに Esposito らは S. enterica 
Typhimurium由来H-NSのN末端側の構造解析を進める過程でH-NS1-57が二量体で存在する
ことを発見し [Esposito et al., 2002]，Bloch らは E. coli由来 H-NS の N末端側の構造解析を
進める過程で H-NS1-46 が二量体を形成することを発見した [Bloch et al., 2003]．その後
Leonardらがサイズ排除クロマトグラフィーを用いてS. enterica Typhimurium由来のH-NS1-74，
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H-NS1-77，H-NS1-83 の会合度を調べたところ，H-NS1-74 は二量体を，H-NS1-77，H-NS1-83 はい
ずれも多量体を形成していることが明らかとなった [Leonard et al., 2009]．以上から，H-NS
の 75~83番目の残基が多量体化に重要な役割を果たすことが示唆されていた． 
最も初期の N 末端側の構造については，ほぼ同時期に 2 つの異なる構造が報告されてい
る．Espositoらが報告した S. enterica Typhimurium由来の H-NS1-57の溶液構造では，N 末端
側から数えて 3 番目のヘリックスが parallel に並ぶ coiled-coil 構造をとっていた (Fig. 1-2, 
左) [Esposito et al., 2002]．一方，Bloch らが報告した E. coli由来の H-NS1-46の溶液構造では，
同ヘリックスが anti-parallelに並ぶ coiled-coil構造をとっていた (Fig. 1-2, 中央) [Bloch et al., 
2003]．Fig. 1-3に示したように，E. coliと S. enterica Typhimuriumの H-NS のアミノ酸は 137
残基のうち 93%が同一であり，構造解析に用いた N 末端側 57残基に至っては 1残基を除い
て完全に一致する．なお，この残基は本来システインであったものが S. enterica Typhimurium
において自然にセリンに置換してしまったものだが，両タンパク質間で CDスペクトルの変
化が無いこと，DNA 結合能に変化が無いことが確認されている [Smyth et al., 2000]．一方，
後に取得された Vibrio choleraeのH-NSホモログVicHの 2~49番目のアミノ酸残基を持つタ
ンパク質 (VicH_Nt) の結晶構造 (Fig. 1-2, 右) や，後述する H-NSの N 末端側のホモ多量体
形成時の結晶構造では，この領域はいずれも anti-parallel な構造をとっていたことから，現
状では H-NS の当該領域は anti-parallel な構造をとりやすいと認識されている．Anti-parallel
な H-NS1-46の構造では，複数の疎水性アミノ酸残基が二量体形成において重要な役割を果た
しており (Fig. 1-4)，加えて 2つの塩橋と 2組の水素結合が二量体の安定化に寄与していた 
[Rimsky, 2004]．またこれらの疎水コア，塩橋，水素結合に関わるアミノ酸残基は H-NS フ
ァミリータンパク質で保存されている (Fig. 1-5) [Rimsky, 2004]．一方，H-NS の多量体化に
重要な 75~83番目の残基はNMRの解析により決まった二次構造をとらないと判断されたた
め [Shindo et al., 1999]，これらの残基は二量体／多量体化ドメインと DNA結合ドメインを
繋ぐ flexible linkerに含まれると考えられていた [Dorman, 2004]． 
2010年になるとホモ多量体を形成した S. enterica Typhimurium由来H-NS1-83の結晶構造が
報告され，この構造中では H-NS 分子がらせん状に積み重なっていることが明らかとなった 
(Fig. 1-6) [Arold et al., 2010]．この構造により，N末端側から数えて 3番目のヘリックスが過
去に報告されていたよりも長く 68 番目の残基まで続くこと，72~83 番目の残基が第 4 のヘ
リックスを構成することが明らかとなった．またこの構造では 1 番目と 2 番目のヘリック
ス (H1, H2) は過去の報告と同様に anti-parallelにホモ二量体を形成し (Fig. 1-7, Site 1)，3番
目と4番目のヘリックス (H3, H4) は隣り合うホモ二量体と anti-parallelに二量体を形成する 
(Fig. 1-7, Site 2) ことでホモ多量体を形成していた．この結果は H-NSの 75~83 番目の残基
が多量体化に重要であることを指摘した Leonardらの報告 [Leonard et al., 2009] と矛盾しな
いことはもちろん，H-NS12-89 がホモ多量体を形成せずホモ二量体で存在することを示した
Espositoらの報告 [Esposito et al., 2002] とも矛盾しないものであった．なお H3の C 末端側
と H4の存在については，最近 NMRにより取得された E. coli由来 H-NSの全長構造におい
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ても示唆されている [Renault et al., 2013]． 
 
(2) H-NSの C末端側の構造と DNA認識機構 
H-NS は長らく，DNAの特定の配列を認識して結合するというよりは DNAの構造（特に
湾曲した DNA）を認識して結合すると考えられてきた [Dorman, 2004]．しかし 2007年以降
H-NS－DNA 間相互作用の解析が進むにつれて，H-NS にも高親和性塩基配列が存在し，そ
の配列が DNA 上で多量体を形成する「足場」の最初のターゲットになるという認識が定着
している．Bouffartiguesらは，H-NSが結合しない DNA 断片に TCGATATATTという配列を
挿入したところ，挿入配列周辺で H-NS の結合が見られるようになったことを報告し 
[Bouffartigues et al., 2007]，Langらは，フットプリント法の結果から 10 bpのコンセンサス配
列 tCGATAAATTを提唱した [Lang et al., 2007]．また Setteらは，H-NS の C末端側のみから
なるタンパク質 (H-NSctd) とコンセンサス配列を含む DNA 断片を用いた NMR 解析から，
これらを混合すると，H-NS の E101, T109, Q111, R113, T114, A116と DNA 断片の 5つの塩基
のシグナルが変化することを明らかにした [Sette et al., 2009]．変化が現れた H-NSの 6つの
残基について Shindoらにより報告された H-NS91-137の溶液構造 [Shindo et al., 1995] で分布
を調べたところ，E101 以外の 5 つの残基は正電荷を持つ分子表面に突出したループを形成
しており (Fig. 1-8)，また DNA 上で変化が現れた 5つの塩基は DNAの minor groove を形成
していると予想されたことから (Fig. 1-9)，H-NS の正電荷を持つループが DNA の minor 
grooveと相互作用していると考えられた [Sette et al., 2009]． 
2011年には protein binding microarrayにより H-NSの高親和性塩基配列の同定が試みられ
た [Gordon et al., 2011]．Protein binding microarrayは，人工的に合成したランダムな二本鎖
DNA を敷き詰めたアレイチップに対して目的のタンパク質を結合させ，そのタンパク質が
持つエピトープタグに結合する標識抗体を用いることで，ランダムな配列の中から目的の
タンパク質が特異的に認識する配列を探索する手法である [Berger and Bulyk, 2009]．この解
析により，H-NSは A や T が連続した AAAA, TTTT のような配列 (A-tract) よりも，A と T
が交互に並ぶ ATATのような配列 (T-A step) の方により結合しやすいことが明らかとなり，
DNA の minor grooveの幅が A-tract > T-A step > GC-rich sequencesであることを考慮すると，
H-NSの配列特異性はDNAのminor grooveの幅に依存すると考えられた [Gordon et al., 2011]．
また Shindoらの報告した E. coli由来 H-NS91-137の構造 [Shindo et al., 1995] よりもさらに高
分解能で取得した S. enterica Typhimurium由来 H-NS91-137の溶液構造と，構造が明らかにな
っている二本鎖 DNA (CGCATATATGCG) とのドッキングシミュレーションから，Q112, 
G113, R114 (Sette et al., 2009 の Q111, G112, R113に相当) が形成するループが DNAの minor 
grooveに結合すると予測され (Fig. 1-10)，実際 Q112 と R114 をアラニンに置換すると DNA
への結合能が失われたことから，H-NS はこの 3 残基が形成するループを DNA の minor 
grooveに差し込むことで DNA に結合していると考えられた [Gordon et al., 2011]．また同時
期には H-NS の DNA 結合ドメインとアミノ酸配列の保存性が比較的高い Ler の DNA 結合
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ドメイン (36% identity) とDNAとの複合体の溶液構造がNMRにより取得された [Cordeiro 
et al., 2011]．Lerは病原性大腸菌の pathogenicity island の一種 locus of enterocyte effacement 
(LEE) のマスターレギュレーターであり，通常は H-NS の結合によって転写が抑制されてい
る LEE に対してアンタゴニストとして機能する [Mellies et al., 2007]．この複合体の構造 
(Fig. 1-11) では，先述した H-NS の Q112, G113, R114 に相当する残基で形成されるループが
T-A step を持つ DNAの minor grooveと相互作用していたものの，特定の塩基との特異的な
相互作用は見られず，Ler は配列特異的に DNA 結合するというよりは T-A step が形成する
minor grooveの形状を認識して結合していると考えられ，先述のGordonらの報告 [Gordon et 
al., 2011] とも矛盾しない結果となった． 
 
(3) 同一細胞内に存在する複数の H-NSホモログの機能 
 大腸菌やサルモネラ属細菌の染色体には H-NSとアミノ酸配列の保存性が高い StpA (57% 
identity) がコードされている．StpA は H-NS の標的遺伝子を同様に転写抑制することから
H-NS の「バックアップ」の機能を持つと考えられてきた [Shi and Bennett, 1994; Sonden and 
Uhlin, 1996; Zhang et al., 1996]．しかし最近の研究からは StpA が H-NSとは異なる性質を示
すことも明らかになりつつある．例えば DNA への結合様式については，H-NS も StpA も
DNA 上で多量体化し，時には DNA を架橋して大きなタンパク質－DNA 複合体を形成する
ことが報告されているが [Dame et al., 2005; Liu et al., 2010; Lim et al., 2012]，StpA-DNA複合
体は H-NS-DNA 複合体に比べて塩濃度や温度の変化に対して安定であると報告されている 
[Liu et al., 2010; Lim et al., 2012]．また hnsの転写量が浸透圧や温度の変化に影響を受けない
のに対し [Hulton et al., 1990; Hinton et al., 1992]，stpA の転写量は高温の方が増加することが
知られている [Free and Dorman, 1997; Müller et al., 2010]．stpA 破壊株のトランスクリプトー
ム解析からは StpA が転写制御する遺伝子の 90%が H-NS によっても制御されることが 
[Lucchini et al., 2009]，H-NS と StpAの ChIP-chip解析からは両者の結合箇所が一致すること
が報告されているが [Uyar et al., 2009; Lucchini et al., 2009]，hns破壊株における StpA の結合
箇所は減少することが知られている [Uyar et al., 2009]． 
 一方，病原性大腸菌には H-NS, StpA に加えて genomic island にコードされる第 3の H-NS
ホモログ Hfp (H-NS とのアミノ酸配列の保存性は 58% identity) が存在する [Müller et al., 
2010]．Hfpは hns破壊により低下した細胞の運動性を相補でき，H-NSと同様の転写抑制能
を持つ一方で，45Cでは hnsと stpAの二重破壊株で，25C では hnsと hfpの二重破壊株で
生育阻害が見られることから，病原性大腸菌における Hfp と StpA は H-NS の単なる「バッ
クアップ」ではなく，温度などの環境が変化した際に細胞内で発現し H-NSと共に機能する
ことで細菌が多様な環境に適応するのを補助していると考えられている  [Müller et al., 
2010]． 
 また H-NS ホモログの中にはプラスミドにコードされるものも存在する．Shigella flexneri 
2a strain 2457T が持つ不和合性 (incompatibility; Inc) HI1 群プラスミド pSfR27には，H-NSホ
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モログ Sfh (H-NS とのアミノ酸配列の保存性は 59% identity) がコードされており，Sfh は
H-NS の標的遺伝子の転写を同様に抑制する [Beloin et al., 2003]．S. enterica Typhimuriumに
pSfR27 を保持させた時と，sfh を破壊した pSfR27sfh を保持させた時のトランスクリプト
ームの比較から，pSfR27sfh を保持させると pSfR27 を保持させた時と比べてはるかに多く
の染色体上の遺伝子の転写が変動することが明らかとなった [Doyle et al., 2007]．この結果
から，Sfhの役割はプラスミド（一般的に宿主染色体よりも GC 含量が低い）を宿主が保持
した際に，宿主染色体に結合していた H-NS がプラスミドに奪われ宿主に負荷をかけるのを
防ぐことであると提唱された [Doyle et al., 2007]．この説を裏付けるように，S. enterica 
Typhimuriumを宿主とした Sfhの ChIP-chip解析では，Sfhの結合箇所は全て H-NS の結合箇
所に含まれており，hns 破壊株では野生型株で H-NS が結合していた箇所にも Sfh が結合す
るようになることが示され，Sfh の機能が H-NS の「バックアップ」であることが強く示唆
された [Dillon et al., 2010]．一方，pSfR27 と塩基配列が 99.7%一致するプラスミド R27の
H-NS ホモログ H-NSR27 (Sfhとのアミノ酸配列の保存性は 98% identity) の研究においては，
宿主染色体由来の H-NS と H-NSR27 では異なる性質を持つことが示唆されている．当初は
Sfhと同様に，大腸菌 hns破壊株の生育遅延や R27の接合伝達頻度の低下が H-NSR27で相補
できることから，H-NSR27は H-NS の「バックアップ」であると認識されていた [Forns et al., 
2005]．しかし S. enterica Typhimuriumを宿主として，野生型株と宿主染色体の hns破壊株に
R27を保持させた際のトランスクリプトームを比較したところ，hns破壊株で転写変動した
遺伝子の全てが H-NSR27で相補できたわけではなく，H-NSR27はハウスキーピング遺伝子よ
りも外来遺伝子の転写制御に関わることが示唆された [Baños et al., 2009]．最近になり，
H-NSとH-NSR27のこのような性質の違いは flexible linkerの柔軟性に起因するのではないか
という仮説が提唱されている [Fernández-de-Alba et al., 2013]．ただし先述の Sfh の ChIP-chip
解析では，Sfhの結合はハウスキーピング遺伝子が含まれる領域と外来遺伝子領域で違いが
見られなかったことには注意が必要である [Dillon et al., 2010]． 
 
1-2-2. MvaT 
 
 MvaTは P. mevaloniiにおいてメバロン酸代謝オペロン mvaABの転写制御因子として単離
され，その後バイオフィルム形成やべん毛合成など病原性に関与する遺伝子の転写を制御
する global regulatorであることが示されている [Rosenthal and Rodwell, 1998; Diggle et al., 
2002; Vallet et al., 2004]．アミノ酸配列は大腸菌の H-NSと比較してほとんど保存されていな
いものの (P. aeruginosa PAO1 株のMvaTの場合 18% identity)，大腸菌の hns破壊株が示すセ
リン感受性を相補したことから H-NS の「機能的ホモログ」であると認識されている 
[Tendeng et al., 2003]．MvaT は Pseudomonas属細菌に広く保存されており，2014 年 3月現在
までに全塩基配列が決定されている 14 種の Pseudomonas 属細菌のうち，P. mendocina を除
く全ての種が 2つ以上のMvaT ホモログを，P. mendocinaは 1つのMvaTホモログを染色体
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にコードしている [Pseudomonas Genome Database, http://www.pseudomonas.com]． 
 染色体由来の MvaT ホモログの中で最も研究が進んでいるのは P. aeruginosa PAO1 株の
MvaT と，MvaTとアミノ酸配列の保存性が高い MvaU (46% identity) である．両者は E. coli
を用いた bacterial two-hybrid assayからヘテロ多量体（またはヘテロ二量体）を形成するこ
とが示されている [Vallet-Gely et al., 2005]．MvaT, MvaU の ChIP-chip解析の結果からは，
MvaT の結合が見られたゲノム上の 111 箇所，MvaU の結合が見られたゲノム上の 102箇所
のうち，99 箇所が共通していたことが明らかとなっており (Fig. 1-12 に一例を示した)，2
つの因子はゲノム上のほとんど同じ位置に結合し協調的に機能すると考えられた [Castang 
et al., 2008]．一方トランスクリプトーム解析については mvaT破壊株で行われているものの 
[Vallet et al., 2004; Westfall et al., 2006]，mvaU 破壊株について行われた例はなく，両遺伝子の
破壊が転写に及ぼす影響の網羅的な比較は行われていない．またmvaT破壊株ではMvaUの，
mvaU破壊株ではMvaT のタンパク質量が増加すること [Vallet-Gely et al., 2005]，これら遺
伝子の二重破壊株が取得できず，各単独破壊株はもう一方の因子を細胞内でプロテアーゼ
消化してしまうと生育できなくなることから，MvaT とMvaU は重複した機能を持つと考え
られてきた [Castang et al., 2008]．これらの報告以来 mvaT/mvaU 二重破壊株は取得できない
と認識されていたが，2009 年に別の研究グループから二重破壊株を取得したという報告が
成された後 [Li et al., 2009]，最近になって「単独破壊株においてもう一方の因子を細胞内で
プロテアーゼ消化しても生育できる株」の取得と，その取得が可能になる分子機構が報告
された [Castang and Dove, 2012]．この報告によれば，取得された株ではプロファージ領域
の転写量が顕著に増加しており，この領域に変異が入るか，ファージが標的とする type IV 
piliをコードする遺伝子に変異が入るとこのような株の取得が可能になるとのことであった 
[Castang and Dove, 2012]．事実，Liらが取得した二重破壊株でも同じプロファージ領域の転
写量の増加が認められていたが，Liらはゲノム上の mvaT/mvaU 以外の領域の変異までは確
認していなかった [Li et al., 2009]． 
 一方でMvaTホモログのタンパク質としての性質については知見が少なく，H-NS とその
「機能的ホモログ」である MvaT の間で機能発現に重要な分子機構が共通なのか異なるのか
は不明である．2014 年 3 月現在もなお MvaT ホモログの構造情報は得られていないが，N
末端側2~62番目までの残基のみで全長と同様の多量体形成能を示すこと [Castang and Dove, 
2010]，C末端側の領域が大腸菌の H-NSの DNA結合ドメインとよく似た三次構造をとると
予測されることから [Tendeng et al., 2003]，MvaT は H-NS と同様のドメイン構造を持つと考
えられている．またMvaTのホモ多量体形成を担う領域については bacterial two-hybrid assay
による絞り込みが行われており，N 末端側 2~35，2~45，2~55番目の残基のみを持つタンパ
ク質は多量体を形成できないが 2~62番目の残基から成るタンパク質は全長同様に多量体を
形成すること，MvaT(F36S)及びMvaT(R41P)の 2つのアミノ酸置換体はホモ多量体形成能が
失われホモ二量体で存在することが示されている [Castang and Dove, 2010]． 
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1-3. 本研究の背景と目的 
 
 本項は雑誌掲載の形で出版する計画がある内容を含むため公表できない．5年以内に出版
予定． 
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Fig. 1-1. H-NSによるDNA折り畳み機構の模式図． 
Proposed mechanism of silencing over extended regions. Initial nucleation of H-NS binding 
at high-affinity sites is following by spreading and condensation of H-NS on supercoiled DNA 
to generate a silenced fiber. Spreading and condensation of H-NS could be either 
consecutive or concomitant. Blue squares represent high-affinity H-NS binding sequences 
(nucleating sites) and green and yellow circles represent bound H-NS on nominal distal and 
proximal sides, respectively, of a promoter. [Lang et al., 2007のFigure 4を引用] 
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H-NS_ecoli --MSEALKILNNIRTLRAQARECTLETLEEMLEKLEVVVNERREEESAAAAEVEERTRKLQQYREMLIAD
H-NS_salty --MSEALKILNNIRTLRAQARESTLETLEEMLEKLEVVVNERREEESAAAAEVEERTRKLQQYREMLIAD
VicH MVMSEITKTLLNIRSLRAYARELTIEQLEEALDKLTTVVQERKEAEAEEIAARAEQEAKLAAIAEQIAKD
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....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
H-NS_ecoli GIDPNELLNSLA-AVKSGTKAKRAQRPAKYSYVDENGETKTWTGQGRTPAVIKKAMDEQGKSLDDFLIKQ
H-NS_salty GIDPNELLNSMA-AAKSGTKAKRARRPAKYSYVDENGGTKTWTGQGRTPAVIKKAMEEQGLQLEDFLIKE
VicH GIDLEALISALSGETKTKAKGKRAPRPAKYKYIDTNGEEKTWTGQGRTPSVIQKALDE-GKSLEEFAL--
H-NS_ecoli
H-NS_salty
VicH
Fig. 1-3. H-NSとVicHのアミノ酸配列のアラインメント． 
H-NS_ecoliはE. coli K-12 MG1655株のH-NSを，H-NS_saltyはS. enterica Typhimurium 
CH1701株のH-NSを，VicHはV. cholerae Ogawa O395株のVicHを表す．背後が黒いものは2つ
以上のタンパク質間で一致するアミノ酸を，背後が灰色のものは疎水性や電荷がよく似たアミノ酸
を表している．本文中で議論したシステインからセリンへの置換があった残基を赤矢印で示した． 
Fig. 1-2. H-NS及びH-NSホモログVicHのN末端側の構造． 
ホモ二量体の一方の単量体について，3つのヘリックスをN末端側から順にH1, H2, H3と表記した．
(左) S. enterica Typhimurium由来H-NS1-57の構造 [Esposito et al., 2002]．H3がparallelに並ん
でいる．(中央) E. coli由来H-NS1-46の構造 [Bloch et al., 2003]．H3がanti-parallelに並んでいる．
(右) V. cholerae由来VicH_Nt (VicH2-49) の構造 [Cerdan et al., 2003]．H-NS1-46と同様に，H3は
anti-parallelに並んでいる． 
H1 
H2 
H3 
H1 
H2 
H3 
H1 
H2 
H3 
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Fig. 1-4. H-NSの二量体化に重要な疎水性残基． 
NMR structure of the amino-terminal domain of the H-NS protein. View from the top of the 
heptad repeat. The two protomers are shown in red and blue, side chains of amino acids 
involved in the leucine zipper interaction are detailed and their respective positions indicated. 
[Rimsky, 2004のFigure 1を改変して引用] 
Fig. 1-5. H-NSの二量体化に重要な残基の保存性． 
Annotated sequence alignment of the amino-terminal domain of H-NS homologues. The 
secondary structure assignment for residues 1-49 was taken from Bloch et al., 2003. ecoli, 
Escherichia coli; salty, Salmonella typhimurium; erwch, Erwina chrysanthemi; vibch, Vibrio 
cholerae; haein, Haemophilus influenzae; epec, enteropathogenic Escherichia coli E2348/69; 
borpe, Bordetella pertussis; borbe, Bordetella bronchiseptica; rhoca, Rhodobacter 
capsulatus; rhosp, Rhodobacter sphaeroides. Hydrophobic key residues involved in the 
leucine zipper are coloured green. Residues coloured yellow, red and blue are involved in 
saline bridges in H-NS structure (26/40 and 14/38), and hydrogen bond (39), numbering from 
E. coli H-NS sequence. [Rimsky, 2004のFigure 2を引用] 図中のhns, stpa, vich, lerはH-NS及
びそのホモログであり，bph3, hvra, spbはH-NSの機能的ホモログである． 
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Fig. 1-6. H-NS1-83の結晶構造解析から示された多量体形成機構． 
Superhelical structure of H-NS in crystal lattice. A and B, 90º views of the superhelix formed 
by a chain of head-to-head and tail-to-tail linked H-NS molecules. Orientation of the 
molecules is taken from the crystal lattice. R15, R19, and K32 forming the positively charged, 
DNA-repelling surface are shown in blue. [Arold et al., 2010のFigure 2を引用] 
Fig. 1-7. H-NSの二量体形成 (Site 1) と多量体形成 (Site 2) に重要な領域の模式図． 
Schematic diagram of H-NS monomers arranged in their multimerized state via a ‘head-to-
head/tail-to-tail’ mechanism. Helices H1, H2 and H3 form the N-terminal dimerization 
interface. The central dimerization domain is formed by a helix–turn–helix motif formed 
between the C-terminal end of H3 and H4, which is shown between the yellow and blue  
H-NS monomers. [Ali et al., 2012のFigure 2を改変して引用] 
Site 2 
Site 1 Site 1 
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Fig. 1-8. H-NSのC末端側においてDNAと相互作用する残基の分布． 
Localization of the most affected residues within the three-dimensional structure of H-NS. 
The structure of H-NSctd is taken from Shindo et al. (1999).  The electrostatic surface of the 
molecule is also shown with negative and positive potentials in red and blue, respectively.  
[Sette et al., 2009のFigure 4を改変して引用] 
Fig. 1-9. H-NSのC末端側と相互作用した塩基はminor grooveを形成していた． 
Model of the 15-bp DNAfragment. The spheres represent the imino protons that show the 
largest chemical shift differences upon addition of H-NSctd. [Sette et al., 2009のFigure 6を改
変して引用] H-NSctdと混合した際にNMRでシグナルの変化が見られた塩基を図中に示した． 
T 
C 
A 
T 
T 
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Fig. 1-10. H-NS91-137 (H-NSCtd) とDNAとの複合体のモデル構造． 
Ribbon representation of H-NSCtd/DNA docking models. Protein backbone and side chains 
that are involved in DNA-binding are labeled in red. Residues without NH signals but may be 
involved in DNA-binding are labeled in orange. The binding interface of DNA is shown in blue. 
Residue E102 that showed chemical-shift changes but is not involved in DNA binding is 
labeled in purple. [Gordon et al., 2011のFigure 4を改変して引用] 
Fig. 1-11. LerのDNA結合ドメイン (CT-Ler) とDNA (LeeH) との複合体の溶液構造． 
(A) Structure of CT-Ler/LeeH complex. CT-Ler is shown as a ribbon diagram and transparent 
surface representation. Interactions involve the DNA minor groove and Loop2 and the a–
helix of CT-Ler. (C) Electrostatic potential of CT-Ler. The orientation of the complex is the 
same as in A. [Cordeiro et al., 2011のFigure 4を改変して引用] 
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Fig. 1-12. MvaTとMvaUのChIP-chip解析における結合箇所の一例． 
(A) The percent GC content for 1 Mb of the PAO1 chromosome (in windows of 1000 bp 
across the genome with a window step size of 500 bp) is plotted (in red) against the 
locations of MvaT-V (plotted as log2 ratios in blue) and MvaU-V (plotted as log2 ratios in 
green) as determined by ChIP-on-chip. Association of MvaT-V and MvaU-V with the cgrA-
cupA1 intergenic region (B), and with the lecA promoter and coding region (C). Log2 ratio 
values were normalized and averaged across three replicate arrays. [Castang et al., 2008の
Figure 1を引用] “MvaT-V”と“MvaU-V”はMvaTとMvaUのC末端側にvesicular stomatitis virus 
glycoprotein epitope tagを付加していることを示している． 
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第 2 章 
 
Pmr のホモ多量体形成機構の解明 
 
2-1 緒言 
 
 序論でも述べたように，H-NS による転写制御にはホモ多量体形成が重要であることが知
られている [Ueguchi et al., 1996]．しかし本研究開始当初，腸内細菌の H-NS の多量体形成
機構が精力的に研究されていた一方で，MvaT ホモログの多量体形成機構についてはほとん
ど知見が無かった．そこで本章では，異種発現・精製した Pmr が溶液中でホモ多量体を形
成することの確認を行うと共に，Pmr の二量体／多量体化ドメインの同定及びホモ多量体化
に重要な残基・領域の同定を行うことで，Pmr と腸内細菌の H-NS のホモ多量体形成機構を
比較することを目的とした． 
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2-2 材料と方法 
 
2-2-1 使用した菌株，プラスミド，及び培養条件 
本章ではタンパク質発現用プラスミド構築のために E. coli DH5株 (Toyobo) を，タンパ
ク質発現のために E. coli BL21(DE3)株 (Novagen) を使用した．本章で使用したプラスミド
は Table 2-1 に示した．E. coli DH5株は 37C で，E. coli BL21(DE3)株は 25C または 30C
で培養した．培地は LB 培地 (Bacto tryptone 10 g, Yeast extract 5 g, NaCl 10 g, per liter) 
[Sambrook and Russell, 2001]を用い，培地のスケールが 5 mL の場合は 300 strokes/min で，100 
mL の場合は 120 rpm で培養した．選択培地に ampicillin (Ap), kanamycin (Km)を使用する場
合には，それぞれ終濃度 50 g/ml となるように添加した．X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl- 
-D-galactopyranoside) を使用する場合には終濃度 20 g/ml となるように添加した．プレー
ト作製時には細菌培地用の寒天を終濃度 1.6% (w/v)となるように添加した． 
 
2-2-2 酵素 
 本章で使用した制限酵素はタカラバイオ株式会社 (Takara Bio) のものを添付のプロトコ
ールの指示に従って用いた．また，DNA 断片の連結には Ligation high または Ligation high  
Ver. 2 (Toyobo)を添付のプロトコールに従って用いた． 
 
2-2-3 PCR 
PCR は Ex Taq (Takara Bio)を DNA polymerase として用い，添付のプロトコールに従って行
った．サーマルサイクラーには PCR Thermal Cycler Dice (Takara Bio)を用いた． 
 
2-2-4 アガロースゲル電気泳動 
アガロースゲル電気泳動は Mupid- (Advance)を使用して行った． 
試薬 
・ アガロース ME 中電気浸透（Nacalai Tesque） 
・ Agarose X (Nippon Gene) 
・ 50×TAE 
242 g    Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris) 
57.1 mL  氷酢酸 
Table 2-1. 本章で使用したプラスミド． 
Plasmid vectors Relevant propertiesa Reference or Source 
pT7Blue T-Vector Apr, lacZα, T7 promoter, f1 origin, pUC/M13 priming 
sites 
Novagen 
pET26b(+) pBR322 replicon, Kmr, T7 promoter, lacI Novagen 
pET-C-His-pmr pET-26b(+), NdeI-XhoI fragment containing pmr Yun and Suzuki et al., 2010 
aApr and Kmr represent resistance to ampicillin and kanamycin, respectively. 
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100 mL   0.5 M ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (pH 8.0) 
700 mL の dH2O に上記の順で溶解させ，1000 mL に fill up し，常温で保存した． 
使用時は dH2O で 50 倍に希釈し，1×TAE として用いた． 
・ 10×Loading Dye (Takara Bio) 
・ One STEP Marker 6 (Nippon Gene)（DNA 分子量マーカー） 
・ One STEP Marker 5 (Nippon Gene)（DNA 分子量マーカー） 
・ Ethidium bromide (EtBr) solution (Nippon Gene)（染色液） 
 dH2O で推奨濃度に希釈して使用した． 
操作 
＜アガロースゲルの作製＞ 
① 泳動する DNA 断片の長さに応じて，2%または 0.9% (w/v) のアガロース ME を 1×TAE
に加え，電子レンジで加熱しながら寒天粉末を完全に溶解させた．3% (w/v) で作製する
場合には Agarose X を用いた． 
② ゲルメーカーに静かに流し込み，コームを差して室温で 30~60 分程度静置し，完全に固
まってからコームを抜いた． 
＜電気泳動と検出＞ 
電気泳動用のバッファーには 1×TAE を使用した． 
① サンプルに 10×Loading Dye を加えてゲルにアプライし，100 V で dye がゲルの下端に移
動するまで（30~40 分程度）泳動を行った． 
② ゲルを EtBr 溶液に浸して 15 分間静置した．その後 FAS (Toyobo)で検出を行った． 
 
2-2-5 DNA 断片の精製 
DNA 断片は EZNA gel extraction kit (Omega Bio-Tek) を使用してアガロースゲルから精製
した．操作は添付のプロトコールに従った． 
 
2-2-6 アルカリ SDS 法による E. coli からのプラスミド抽出 
試薬及び酵素 
・ TEG buffer 
2.5 mL   1 M Tris-HCl (pH 8.0) 
2 mL   0.5 M EDTA 
以上を 85.5 mL の MilliQ 水に溶解させ，オートクレーブ後に 10 mL の 0.5 M グルコース
水溶液を加えて 4C で保存した． 
・ alkali-SDS 
200 L    1 M NaOH 
100 L    10% sodium dodecyl sulfate (SDS) 
以上を 700 L の MilliQ 水に使用直前に溶解させた． 
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・ 酢酸-酢酸カリウム水溶液 
60 mL    5 M 酢酸カリウム水溶液 
11.5 mL  氷酢酸 
以上に 28.5 mL の MilliQ 水を加え，4C で保存した． 
・ TE buffer 
1 mL   1 M Tris-HCl (pH 8.0) 
0.2 mL  0.5 M EDTA 
以上を 98.8 mL の MilliQ 水に溶解させ，室温で保存した． 
・ フェノール/クロロホルム 
・ 100%エタノール 
・ 70%エタノール 
・ RNase A (Nippon Gene) 
操作 
① E. coli の培養液 2 mL を 2 mL チューブに分注し，15,000 rpm, 4C で 1 分間遠心を行うこ
とにより集菌した．遠心後，上清を除去した． 
② 100 L の TEG buffer を加えて菌体を懸濁した． 
③ 200 L の alkali-SDS を加え，チューブをゆっくりと 5 回転倒させることにより中身を混
合させた後，氷上で 5 分間静置した． 
④ 150 L の酢酸-酢酸カリウム水溶液を加え，チューブをゆっくりと 5 回転倒させること
により中身を混合させた後，氷上で 5 分間静置した． 
⑤ 15,000 rpm, 室温で 5 分間遠心を行った後，上清を新しい 1.5 mL チューブに移した． 
⑥ 上清と等量のフェノール/クロロホルムを加えてよく混合した． 
⑦ 15,000 rpm, 室温で 10 分間遠心を行った後，上層を新しい 1.5 mL チューブに移した． 
⑧ 1 mL の 100%エタノールを加えてよく混合し，氷上で 5 分間静置した． 
⑨ 15,000 rpm, 4C で 15 分間遠心を行った後，上清を除去した． 
⑩ 400 L の 70%エタノールを加え，チューブ壁面を穏やかに洗浄した． 
⑪ 15,000 rpm, 4C で 5 分間遠心を行った後，上清を除去し，デシケーターで 10 分程度乾燥
させた． 
⑫ 100 L の TE buffer を加えて沈殿を溶解させた． 
⑬ RNase A を終濃度 0.1 mg/mL になるように加え，37C で 1 時間インキュベートした．そ
の後 -20C で保存した． 
 
2-2-7 塩基配列の決定 
塩基配列の決定はグライナー・ジャパンのワンパス PreMix 解析（DNA シークエンス受託
解析）を利用した．  
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2-2-8 タンパク質発現用プラスミドの構築 
① 目的タンパク質の発現用ベクターには pET26b(+)を用いた．目的タンパク質の C 末端側
に His-tag を付加する場合には目的タンパク質をコードする遺伝子の 5’末端に NdeI サイ
トを，3’末端に XhoI サイトを付加した DNA 断片を PCR によって作製した．なおこの場
合，His-tag はベクター由来のものを使用した．N 末端側に His-tag を付加する場合にはプ
ライマーを用いて目的タンパク質をコードする遺伝子の 5’末端に NdeI サイトとヒスチ
ジン残基 6 個をコードする塩基配列を，3’末端に XhoI サイトと終止コドンを付加した
DNA 断片を PCR によって作製した． 
② アガロースゲル電気泳動により目的の DNA 断片を精製した． 
③ ②の DNA 断片を pT7Blue T-Vector にクローニングし，PCR 産物の塩基配列が正しいこ
とを確認した． 
④ ③のプラスミドと pET26b(+)をNdeI及びXhoIで処理し，Ligation highまたは Ligation high 
Ver. 2 (Toyobo) によりこれらを連結した． 
 
2-2-9 アミノ酸置換体発現用プラスミドの構築 
 QuikChange® XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) を用いて行った．操作は添付の
プロトコールに従った． 
 
2-2-10 E. coli のコンピテントセルの作製 
試薬 
・Transformation buffer (TB) 
3.0 g   PIPES 
2.2 g   CaCl2･2H2O 
18.6 g  KCl 
約 950 mL の MilliQ 水に懸濁した後，5N KOH で pH 6.7～6.8 に合わせて溶解させた．MgCl2･
4H2O を 10.9 g 加え，1000 mL に fill up し，孔径 0.22 m のフィルターで濾過して滅菌し，
4C で保存した． 
・SOB 培地 
20 g      Bacto Tryptone 
5 g       Bacto Yeast extract 
2 mL     5 M NaCl 
1.25 mL   2 M KCl 
990 mL の dH2O に溶解させ，オートクレーブ滅菌した．使用前に孔径 0.22 m のフィルター
で濾過して滅菌した 2 M Mg2+溶液 (1 M MgSO4･7H2O + 1 M MgCl2･6H2O) を 10 mL 加えて
使用した． 
操作 
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① LB 培地 5 mL で目的の株を一晩前培養した (37C, 300 strokes/min)． 
② 50 mL の SOB 培地を入れた 500 mL のへそ付き三角フラスコに，前培養液 1 mL を植菌
し，18C, 150 strokes/min で培養した． 
③ OD600が 0.4～0.8 に達した時点で培養を止め，氷上で 10 分間冷却した． 
④ 50 mL チューブで 3,000 rpm, 4C で 5 分間遠心を行った後，上清を除去した． 
⑤ 氷冷した TB を 16.7 mL 加えて懸濁し，10 分間氷冷した． 
⑥ 3,000 rpm, 4C で 5 分間遠心を行った後，上清を除去した． 
⑦ 氷冷した TB を 4 mL 加えて懸濁し，300 L のジメチルスルホキシドを加え（熱が発生
するため少しずつ加えた），10 分間氷冷した． 
⑧ 1.5 mLチューブに 50 Lずつ分注し，速やかに液体窒素で凍結させ，-80Cで保存した． 
 
2-2-11 E. coli の形質転換 
作製したコンピテントセルにプラスミド溶液またはライゲーション産物を加え，氷上で
30 分間静置した．その後 42C で 90 秒間インキュベートし，すぐに氷上で 2〜3 分程静置し
た．これに LB 培地 500 L を加え，選択培地の抗生物質が Ap の場合は 30 分間，Km の場
合は 1 時間の回復培養 (37C, 300 strokes/min) を行い，LB 選択プレートに塗布した後，37C
で 15 時間静置培養を行い，形質転換株を取得した． 
 
2-2-12 SDS-PAGE, Tricine-SDS-PAGE 
SDS-PAGE は Laemmli (1970)，Tricine-SDS-PAGE は Schägger (1987, 2006)の方法に従い，
Mini-Protean 3 Cell (Bio-Rad)を用いて行った． 
 
SDS-PAGE 
SDS-PAGE の Acrylamide/Bis (19:1) 濃度は 12%または 15%で行った． 
試薬 
・ 30% (w/v) Acrylamide/Bis (19:1) (Bio-Rad) 
・ 4×Tris-HCl/SDS (pH 6.8)（濃縮ゲル buffer） 
6.05 g  Tris 
0.4 g   SDS 
Tris を MilliQ 水 40 mL に溶解後，1 N HCl で pH 6.8 に調整し 100 mL に fill up した．孔径
0.22 m のフィルターで濾過し，オートクレーブ後に SDS を加えて 4C で保存した． 
・ 4×Tris-HCl/SDS (pH 8.8)（分離ゲル buffer） 
91 g  Tris  
2 g   SDS 
Tris を MilliQ 水 300 mL に溶解後，1 N HCl で pH 8.8 に調整し 500 mL に fill up した．孔
径 0.22 m のフィルターで濾過し，オートクレーブ後に SDS を加えて 4C で保存した． 
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・ N, N, N’, N’-Tetramethylethylenediamine (TEMED) 
・ 10% (w/v) Ammonium persulfate (APS) 
・ 10×SDS/electrophoresis buffer 
30.2 g  Tris 
144 g   Glycine 
10 g   SDS 
dH2O 1000 mL に溶解させ室温で保存した．使用時に dH2O で 10 倍希釈して
1×SDS/electrophoresis buffer として使用した． 
・ 2×SDS sample buffer 
2.5 mL  4×Tris-HCl/SDS (pH 6.8) 
2 mL    Glycerol 
0.4 g    SDS 
0.3 g    Dithiothreitol 
0.1 mg   Bromophenol blue 
MilliQ 水 10 mL に溶解させ，2 mL ずつ分注して-20C で保存した． 
・ XL-Ladder Low (APRO Science)（分子量マーカー） 
・ Prestained XL-Ladder Broad (APRO Science)（分子量マーカー） 
・ Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio-Rad)（分子量マーカー） 
・ SeeBlue® Plus2 Pre-stained Standard (Invitrogen)（分子量マーカー） 
・ SimplyBlue SafeStain (Invitrogen)（染色液） 
操作 
＜ポリアクリルアミドゲルの作製＞ 
（分離ゲルの試薬は 12%ゲル 2 枚分の量を示した．カッコ内が 15%ゲル作製用の試薬の量
を示す．濃縮ゲルの試薬は共通で 2 枚分の量を示した．） 
① 30% (w/v) Acrylamide/Bis (19:1) 4 mL (5 mL)，分離ゲル buffer 2.5 mL (2.5 mL)，MilliQ水 3.5 
mL (2.5 mL)，TEMED 10 L，10% APS 50 L を穏やかに混合した．ただし TEMED と APS
は以下の操作に進む直前に加えた． 
② 組み立てた Mini-Protean 3 Cell に①の溶液を流し込み，ゲル作成用混合液の水面が平ら
になるよう上から MilliQ 水を適量流し込んだ．ゲルが固まるまで 20〜30 分間静置した． 
③ 30% (w/v) Acrylamide/Bis (19:1) 0.68 mL，濃縮ゲル buffer 1.24 mL，MilliQ 水 3.08 mL，
TEMED 10 L，10% APS 25 L を穏やかに混合した．ただし TEMED と APS は以下の操
作に進む直前に加えた． 
④ 分離ゲルの上に加えた MilliQ 水を取り除いて③の溶液を分離ゲルの上に流し込み，コー
ムを差し込んだ．ゲルが固まるまで 20〜30 分間静置し，コームを取り除いた． 
＜サンプルのアプライ，電気泳動，ゲルの染色と脱染色＞ 
① サンプルに等量の 2×SDS sample buffer を加え，100C で 5 分間加熱した． 
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② ポリアクリルアミドゲルを泳動槽にセットし， 1×SDS/electrophoresis buffer を両極に適
量満たしてウェルにサンプルをアプライし，100 V で濃縮ゲルの下端まで電気泳動を行っ
た．その後電圧を 200 V に上げ，分離ゲルの下端まで電気泳動を行った． 
③ 泳動完了後にゲルをゲル板から分離して濃縮ゲルを取り除き，分離ゲルを MilliQ 水に浸
して電子レンジで加熱し，約 5 分間振盪した．その後この操作をもう一度繰り返した． 
④ MilliQ 水を捨て，ゲルを SimplyBlue SafeStain に浸して電子レンジで加熱した．その後染
色液が冷めるまで振盪した． 
⑤ ゲルを MilliQ 水に浸し，電子レンジで加熱した．脱染色を効率的に行うためにペーパー
タオルを容器に入れ，1~2 時間振盪した． 
 
Tricine-SDS-PAGE 
Tricine-SDS-PAGE の Acrylamide/Bis (19:1) 濃度は 14%または 16%で行った． 
試薬 
ゲルバッファー，泳動バッファー以外は SDS-PAGE と共通である．以下に
Tricine-SDS-PAGE にのみ必要な試薬を記載する． 
・ 3×Tris-HCl/SDS (pH 8.45) (Tricine-SDS-PAGE gel buffer) 
36.3 g  Tris  
0.3 g   SDS 
Tris を MilliQ 水に溶解後，1 N HCl で pH 8.45 に調整し 100 mL に fill up した．孔径 0.22 m
のフィルターで濾過し，オートクレーブ後に SDS を加えて室温で保存した． 
・ 5×anode buffer 
30.3 g Tris を dH2O に溶解させ，1 N HCl で pH 8.9 に調整し 500 mL に fill up した．使用時
に dH2O で 5 倍希釈し，1×anode buffer として使用した． 
・ 5×cathode buffer 
30.3 g  Tris 
44.8 g  Tricine 
2.5 g   SDS 
dH2O に溶解させ，500 mL に fill up した．使用時に dH2O で 5 倍希釈し，1×cathode buffer
として使用した． 
操作 
＜ポリアクリルアミドゲルの作製＞ 
（試薬は 16%ゲル 1 枚分の量を示した．14%ゲルを作成する場合は①のみカッコ内の組成に
変更した．） 
① 30% (w/v) Acrylamide/Bis (19:1) 3.2 mL (2.8 mL)，gel buffer 2 mL (2 mL)，MilliQ 水 0.2 mL 
(0.6 mL)，glycerol 0.6 mL (0.6 mL)，TEMED 5 L，10% APS 50 L を穏やかに混合した．
ただし TEMED と APS は以下の操作に進む直前に加えた． 
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② 組み立てた Mini-Protean 3 Cell に①の溶液を流し込み，ゲル作成用混合液の水面が平ら
になるよう上から MilliQ 水を適量流し込んだ．ゲルが固まるまで 20〜30 分間静置した． 
③ 30% (w/v) Acrylamide/Bis (19:1) 0.4 mL，gel buffer 0.75 mL，MilliQ 水 1.85 mL，TEMED 5 L，
10% APS 40 L を穏やかに混合した．ただし TEMED と APS は以下の操作に進む直前に
加えた． 
④ 分離ゲルの上に加えた MilliQ 水を取り除いて③の溶液を分離ゲルの上に流し込み，コー
ムを差し込んだ．ゲルが固まるまで 20〜30 分間静置し，コームを取り除いた． 
＜サンプルのアプライ，電気泳動，ゲルの染色と脱染色＞ 
① サンプルに等量の 2×SDS sample buffer を加え，100C で 5 分間加熱した． 
② ポリアクリルアミドゲルを泳動槽にセットし，1×cathode buffer を上槽に，1×anode buffer
を下槽に適量満たしてウェルにサンプルをアプライし，30 V でサンプルが完全にゲルの
中に入るまで泳動を行い，続いて 100 V で分離ゲルの中程まで電気泳動を行った．その後
電圧を 150~200 V に上げ，分離ゲルの下端まで電気泳動を行った．泳動終了後からゲルの
染色，脱染色は SDS-PAGE と同様に行った． 
 
2-2-13 E. coli BL21(DE3)株を用いた目的タンパク質の大量発現 
LB 培地 5 mL または 100 mL の系で行った．目的の発現プラスミドによって形質転換し
た E. coli BL21(DE3)株を，LB 選択培地 5 mL で一晩前培養を行い(37C, 300 strokes/min)，本
培養に用いる培地の 1/100 量の前培養液を本培養の選択培地に植菌し培養した (5 mL なら
300 strokes/min，100 mL なら 120 rpm)．OD600が 0.4~0.6 になったところで IPTG を目的の濃
度で添加し，一晩培養を行った． 
5 mL の系で行った場合の操作 
培養後の菌体を 2 mL チューブに集菌し，2-2-14 の buffer A で 2 回洗菌後に同 buffer に懸
濁した．Sonifier 250D (Branson) を用いて，マイクロチップで強度を 1 に設定して 2 分間超
音波破砕し，15,000 rpm, 4C, 15 分間遠心して細胞抽出液を得た． 
100 mL の系で行った場合の操作 
培養後の菌体を 50 mL チューブに集菌し，2-2-14 の buffer A で 2 回洗菌後に同 buffer に懸
濁した．Sonifier 250D (Branson) を用いて，スタンダートチップで強度を 4 に設定して 10
分間超音波破砕し，25,000×g, 4C, 1 時間遠心した後に上清を孔径 0.45 m のフィルターで
濾過して細胞抽出液を得た． 
 
2-2-14 His-tag による目的タンパク質のアフィニティー精製 
2-2-13 の方法で発現させた His-tag 融合タンパク質を metal chelate affinity chromatography
で精製した．カラムは HiTrap Chelating HP (column volume 5 mL; GE Healthcare) を使用し，
4C で ÄKTA FPLC (GE Healthcare) を用いて行った． 
試薬 
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・ Buffer A (20 mM Tris-HCl [pH 7.5, 4C], 0.5 M NaCl, 10%グリセリン) 
・ Buffer B (20 mM Tris-HCl [pH 7.5, 4C], 0.5 M NaCl, 10%グリセリン, 0.5 M イミダゾール) 
・ 0.1 M NiSO4 
各々孔径 0.22 mのフィルターで濾過した後，buffer A, Bについては脱気してから使用した． 
操作 
① 5 カラム分の MilliQ 水を流速 2 mL/min で流し，カラムを洗浄した． 
② 0.1 M NiSO4を流速 0.12 mL/min で 1.5 mL 流し，カラムに Ni
2+をチャージさせた． 
③ 5 カラム分の MilliQ 水を流速 2 mL/min で流し，カラムを洗浄した． 
④ Buffer A を流速 2 mL/min で 5 カラム分流し，カラムを平衡化した． 
⑤ サンプルを 1 mL/min でカラムにアプライした． 
⑥ 各タンパク質に最適な条件で段階溶出法によるカラムの洗浄と溶出を行い，目的タンパ
ク質が含まれるフラクションを回収した．各フラクションは 5 mL とした． 
 
2-2-15 MagneHis Protein Purification System (Promega) を用いたアフィニティー精製 
 LB 培地 5 mL の系で目的タンパク質を発現させ，2-2-13 の方法で調製した大腸菌細胞抽
出液を用いて添付のプロトコールに従って目的タンパク質を精製した． 
 
2-2-16 ゲルろ過クロマトグラフィー 
カラムは HiLoad 16/60 Superdex 200 (column volume 120 mL; GE Healthcare)を，バッファー
は 2-2-14 の buffer A または buffer B を使用した．バッファーを流速 0.5 mL/min で 2 時間流
しカラムを平衡化した後，精製したサンプルをカラムに供し，流速 0.5 mL/min で溶出させ
た．各フラクションは 1 mL とした． 
 
2-2-17 ゲルろ過クロマトグラフィーを用いたタンパク質の分子量の推定 
分子量マーカーとして，Gel Filtration Calibration Kit LMW（低分子用）及び HMW（高分
子用）(GE Healthcare) を用いてタンパク質の分子量の推定を行った．各タンパク質は付属
のマニュアルで推奨される濃度に調製しカラムに供した．Blue dextran は担体と一切相互作
用しないと仮定して，blue dextran の溶出に要した体積を排除体積 V0とし，カラム内部の体
積（担体の体積と排除体積の合計）を Vt とした．それぞれのタンパク質の溶出に要した体
積を Veとして，各々のマーカー分子の分配係数 Kavを次式で算出した． 
Kav= (Ve – V0) / (Vt – V0) 
各々のマーカーの分子量 MW の対数値 log10MW を x 軸に，各タンパク質の Kavを y軸にプ
ロットすることで検量線を作成した．精製した目的タンパク質の Kavを同様に求め，検量線
上の位置から推定分子量を算出した． 
 
2-2-18 タンパク質の定量 
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タンパク質の定量は，Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad)を用いて，
bovine serum albumin (BSA) を標準タンパク質としてスタンダードアッセイ法により行った 
[Bradford, 1976]．分光光度計は Beckman Coulter 社製 DU800 を用いた． 
操作 
① 標準試料として，BSA を 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 mg/mL になるよう調製した． 
② サンプルを MilliQ 水で希釈して 0.1～0.5 mg/mL の範囲内の濃度になるよう調製した． 
③ MilliQ水で 5倍に希釈した Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent 1 mLに対し標準試料を 20 
L 加え，よく攪拌した． 
④ 室温で 5 分以上静置した後，波長 595 nm における標準試料の吸光度を測定して検量線
を作成した．  
⑤ ③～④と同様にサンプルの吸光度も測定し，④で作成した検量線よりタンパク質濃度
を算出した． 
 
2-2-19 タンパク質間クロスリンク法 
Ueguchi ら (1997) の方法を参考に行った． 
試薬 
・cross-linking buffer 
  1 mL    2 M triethanolamine-HCl (pH 8.5) 
  29 mg   NaCl 
  1.5 mg  dithiothreitol 
  使用直前に MilliQ 水 1 mL に溶解させて使用した． 
・ dimethyl suberimidate 2HCl (DMS) (Sigma-Aldrich) 
使用直前に cross-linking buffer に溶解させて使用した． 
操作 
① 精製タンパク質を目的の濃度となるように cross-linking buffer に溶解させた． 
② DMS を目的の濃度になるように添加した． 
③ 室温でインキュベートを行い，等量の 2×SDS sample buffer を加えて 100C で 5 分間加熱
することで反応を停止させた． 
④ SDS-PAGE または Tricine-SDS-PAGE によって検出した． 
 
2-2-20 本項の内容は雑誌掲載の形で出版する計画があるため公表できない．5 年以内に出
版予定． 
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2-3 結果 
 
2-3-1 Pmr が溶液中でホモ多量体を形成することの確認 
（Suzuki et al., 2011, Biosci. Biotechnol. Biochem., 75:711-717 及び修士論文より改変・引用） 
 
 まず Pmr が溶液中でホモ多量体を形成するか確認するために，pET26b(+)ベクターを用い
た E. coli BL21(DE3)による大量発現系の構築を行った．発現用プラスミドは，目的タンパク
質のタンパク質間相互作用を阻害しないようにDNA結合ドメインであるC末端側にHis-tag
が付加されるように設計された pET-C-His-pmr [Yun and Suzuki et al., 2010] を用いた．発現
条件検討は LB 培地 100 mL で 2-2-13 の方法に従って行い，ベクターコントロールにはイン
サートを持たない pET-26b(+)を保持した E. coli BL21 (DE3)を使用した．SDS-PAGE の結果
を Fig. 2-1A に示す．この結果から 25C，IPTG 終濃度 0.1 mM が最適な発現条件であると
判断した．そこでこの条件で誘導培養を行った大腸菌から細胞抽出液を取得し，His-tag と
Ni
2+との親和性を利用した metal chelate affinity chromatography (2-2-14) を用いて，段階溶出
法によりイミダゾール濃度を 150 mM から 475 mM に上昇させることで Pmr を精製した．
得られた溶出プロファイルと，精製状態を確認するための SDS-PAGEを Fig. 2-1B, Cに示す．
精製されたタンパク質量を LB 培地 1 L あたりに換算すると約 70 mg であった． 
 精製された Pmr の会合度を調べるためゲルろ過クロマトグラフィーによる会合度の予測
を行った．カラムは HiLoad 16/60 Superdex 200 (column volume 120 ml; GE Healthcare) を，バ
ッファーは 2-2-14 の buffer A を使用し，2-2-17 の方法に従って分子量推定のための検量線を
作製した (Fig. 2-2A)．Pmr を 120 M または 20 M でカラムに供した際の溶出プロファイル
を Fig. 2-2B に示す．この結果から，Pmr では void volume である 45 mL から溶出が始まり，
60～80 mL まで幅広く溶出されることが明らかとなった．Fig. 2-2A の検量線から計算され
る void volume の分子質量は Pmr の会合度 70 以上に相当することから，Pmr は 120 M と
20 M のいずれの濃度でカラムに供しても会合度 70 以上を示すことが明らかとなった． 
 さらに，タンパク質間クロスリンク法を用いた Pmr の会合度の確認も行った．架橋剤に
はスベリイミド酸ジメチル二塩酸塩 (dimethyl suberimidate 2HCl, DMS) を使用し，2-2-19 の
方法で実験を行った．まず最適な DMS の濃度を検討するために，タンパク質濃度を 0.14 
mg/mL (9.6 M) に，架橋剤添加後のインキュベート時間を 60 分に固定して，DMS の濃度
を変化させて実験を行った．SDS-PAGE で検出した結果を Fig. 2-3A に示す．DMS の濃度が
0.7 mg/mL までは濃度依存的に架橋がかかっていない単量体の割合が少なくなり，代わりに
二量体 (分子量約 30 k)，四量体 (分子量約 60 k) やさらに大きな分子量を持つ多量体の割合
が増加した．DMS 濃度 0.1, 0.3, 0.5 mg/mLのサンプルでは三量体 (分子量約 45 k) も見られ
るが，それ以上の濃度ではこのバンドは消失していたことから，検出された三量体は四量
体が部分的に架橋されたものであると考えられた．一方，DMS の濃度が 1.0 mg/mL, 5.0 
mg/mL では SDS-PAGE のバンドパターンは変化しなかった．さらに DMS 濃度を上昇させ
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たところ Fig. 2-3B に示すように多量体の割合が減少し，代わりに単量体，三量体の割合が
増加した．DMS を 25 mg/mL まで上昇させた際にはタンパク質の凝集体が目視で確認され
たことから（データ示さず），DMS の濃度を上昇させ過ぎるとタンパク質が不安定化して凝
集することが明らかとなった．そこで DMS の濃度を 1.0 mg/mL に固定し，DMS 添加後の
インキュベート時間を変化させて実験を行った．SDS-PAGE で検出した結果を Fig. 2-3C に
示す．DMS の濃度を上昇させた場合と同様に，架橋剤添加後の時間が長くなるにつれて架
橋がかかっていない単量体の割合が少なくなり，代わりに二量体 (分子量約 30 k)，四量体 
(分子量約 60 k) やさらに大きな分子量を持つ多量体の割合が増加した．インキュベート時
間 3～15 分のサンプルでは三量体 (分子量約 45 k) も見られるが，60 分ではこのバンドが消
失していたことから，検出された三量体は四量体が部分的に架橋されたものであると考え
られた．なお Fig. 2-3A, B では DMS 濃度の上昇に伴い単量体のバンドが上にシフトしてい
るが，これは Pmr が持つ 13 個のリジン残基に対して DMS 分子 (分子量 273.20) が濃度依
存的に結合しているためと考えられる．以上の結果から，Pmr は二量体を基本構造としたホ
モ多量体を形成することが明らかとなった． 
 
2-3-2~6 これらの項の内容は雑誌掲載の形で出版する計画があるため公表できない．5 年以
内に出版予定． 
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2-4 考察 
 
 本項の内容は雑誌掲載の形で出版する計画があるため公表できない．5 年以内に出版予定． 
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Fig. 2-1. Pmrの大腸菌における発現条件検討とアフィニティー精製． 
(A) Pmrの発現条件検討．Mはマーカーを，VCはベクターコントロールを，各レーンの数値はIPTG 
濃度 (mM) を表す．細胞抽出液由来のタンパク質を1 mgずつSDS-PAGEに供した．また最適な発
現条件と判断した温度，IPTG濃度を赤字で示した．(B) Metal chelate affinity chromatographyに
おける溶出プロファイル．目的タンパク質のピークを赤い矢印で示した．青い線はタンパク質由来の
波長280 nmの吸光度を，黄緑色の線はbuffer B（0.5 Mイミダゾールを含む）の割合（縦軸）を，赤い
線と数字はフラクションを表す．(C) 精製状態の確認．Mはマーカーを，Cは細胞抽出液を，Hはア
フィニティー精製後のサンプルを表す．各レーン3 mgのタンパク質をSDS-PAGEに供した． 
M C H 
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Fig. 2-2. ゲルろ過クロマトグラフィーによるPmrの会合度の確認． 
(A) Buffer Aを使用した際の分子量推定のための検量線．横軸は分子量の対数 (log10MW) を，縦
軸は分配係数Kavを表す．検量線作製のために使用した標準タンパク質を図中に示した．(B) Pmrの
溶出プロファイル．縦軸はタンパク質由来の波長280 nmの吸光度を，横軸は溶出容量を表す．青
色線はPmr 120 mM, 赤色線は20 mMでカラムに供した時の結果を表す．検量線から推定される分
子量とvoid volume (V0 = 45 mL) を図中に示した． 
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Fig. 2-3. タンパク質間クロスリンク法によるPmrの会合度の確認． 
(A), (B) 架橋剤 (DMS) の濃度の検討．Pmrを0.14 mg/mL (9.6 mM) に調整し，DMS添加後に60
分間インキュベートしたサンプルを2 mgずつ供したSDS-PAGEの結果を示した．Mはマーカーを，各
レーンの数値は添加したDMSの濃度 (mg/mL) を表している．(C) 経時的なバンドパターンの変化． 
Pmrを0.14 mg/mL (9.6 mM) に調整し， DMSを1.0 mg/mLで添加したサンプルを供したSDS-
PAGEの結果を示した．Mはマーカーを，各レーンの数値はDMS添加後のインキュベート時間（分）
を表している．単量体，二量体，三量体，四量体に相当するバンドを図中に示した． 
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第 3 章 
 
Pmr のヘテロ多量体形成機構の解析 
 
3-1 緒言 
 
 H-NS ファミリータンパク質はホモ多量体を形成する他，自身のホモログとヘテロ多量体
を形成することが知られている [Deighan et al., 2003; Vallet-Gely et al., 2005]．このことから，
H-NS の機能的ホモログと考えられる Pmr も P. putida KT2440 株染色体由来の MvaT ホモロ
グ TurA-E とヘテロ多量体を形成することが予想された．本章ではまず Pmr が TurA-E とヘ
テロ多量体を形成するか調べた上で，KT2440 株において遺伝子の転写量の多い TurA, TurB
に解析対象を絞り，TurA, TurB も Pmr 同様に溶液中でホモ多量体を形成することを確認し
た．さらに Pmr がホモ多量体を形成する時，あるいは TurA, TurB とヘテロ多量体を形成す
る時の結合比の定量を行うことで，Pmr のホモ・ヘテロ多量体形成機構を比較することを目
的とした． 
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3-2 材料と方法 
 
3-2-1 使用した菌株，プラスミド，及び培養条件 
本章ではタンパク質発現用プラスミド構築のために E. coli DH5株 (Toyobo) を，タンパ
ク質発現のために E. coli BL21(DE3)株 (Novagen) を使用した．本章で使用したプラスミド
は Table 3-1 に示した．培養条件は第 2 章 2-2-1 に従った． 
 
 
3-2-2 E. coli BL21(DE3)株を用いた目的タンパク質の大量発現 
第 2 章 2-2-13 と同様に行った．  
 
3-2-3 His-tag による目的タンパク質のアフィニティー精製 
 第 2 章 2-2-14 と同様に buffer A (20 mM Tris-HCl [pH 7.5, 4C], 0.5 M NaCl, 10%グリセリン) 
及び buffer B (20 mM Tris-HCl [pH 7.5, 4C], 0.5 M NaCl, 10%グリセリン, 0.5 Mイミダゾール) 
を用いて行った． 
 
3-2-4 SDS-PAGE, Tricine-SDS-PAGE 
第 2 章 2-2-12 と同様に行った． 
 
3-2-5 ウェスタンブロッティング 
試薬 
・ 10×PBS buffer 
80 g  NaCl 
29 g  Na2HPO4･12H2O 
2 g   KCl 
Table 3-1. 本章で使用したプラスミド． 
Plasmid vectors Relevant propertiesa Reference or source 
pET26b(+) pBR322 replicon, Kmr, T7 promoter, lacI Novagen 
pET-C-His-pmr pET-26b(+), NdeI-XhoI fragment containing pmr Yun and Suzuki et al., 2010 
pET-C-His-turA pET-26b(+), NdeI-XhoI fragment containing turA Suzuki et al., 2011 
pET-C-His-turB pET-26b(+), NdeI-SalI fragment containing turB 
which is ligated into NdeI-XhoI site 
Suzuki et al., 2011 
pFLAG-CTC Apr, lacI, tac promoter expressing FLAG-tag Sigma-Aldrich 
pFLAG0017 pFLAG-CTC, NdeI-SalI fragment containing turC Yun and Suzuki et al., 2010 
pFLAG1366 pFLAG-CTC, NdeI-SalI fragment containing turA Yun and Suzuki et al., 2010 
pFLAG2947 pFLAG-CTC, NdeI-SalI fragment containing turE Yun and Suzuki et al., 2010 
pFLAG3693 pFLAG-CTC, NdeI-SalI fragment containing turD Yun and Suzuki et al., 2010 
pFLAG3765 pFLAG-CTC, NdeI-SalI fragment containing turB Yun and Suzuki et al., 2010 
pFLAGpmr pFLAG-CTC, NdeI-SalI fragment containing pmr Yun and Suzuki et al., 2010 
aApr and Kmr represent resistance to ampicillin and kanamycin, respectively. 
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2 g   KH2PO4 
MilliQ 水で 1,000 mL に fill up し，常温で保存した． 
・ T-PBS buffer 
1×PBS buffer 1,000 mL に対して Tween 20 を 1 mL 加え，常温で保存した． 
・ ブロッキング試薬 
T-PBS buffer10 mL に ECL Blocking Agent (GE Healthcare) 0.5 g を使用直前に懸濁させた． 
・ Anti-His Antibody (GE Healthcare)（一次抗体） 
・ Monoclonal ANTI-FLAG® M2-Peroxidase (HRP) antibody (Sigma-Aldrich)（一次抗体） 
・ ECL Peroxidase labeled anti-mouse antibody (GE Healthcare)（二次抗体） 
・ Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore)（発光基質） 
操作 
① Tricine-SDS-PAGEの泳動終了後に分離ゲルをT-PBS bufferに浸して 5分間ずつ 2回振盪
した． 
② iBlot Gel Transfer System, iBlot Gel Transfer stacks PVDF Regular (Invitrogen) を用いて，タ
ンパク質をメンブレンへ転写した．操作は添付のプロトコールに従った．プログラム
は P4 を使い，6 分間転写を行った． 
③ メンブレンをすぐにブロッキング試薬に浸して 1 時間振盪した． 
④ メンブレンを T-PBS buffer に浸して 5 分間振盪した．buffer を交換し，さらにこの操作
を 4 回繰り返した． 
⑤ 一次抗体を T-PBS buffer で 1,000 倍希釈し，メンブレンを浸して 1 時間振盪した． 
⑥ ④の操作を繰り返した． 
⑦ 二次抗体を T-PBS buffer で 20,000 倍希釈し，メンブレンを浸して 1 時間振盪した． 
⑧ ④の操作を繰り返した． 
⑨ Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate を添付のプロトコールに従って調製
し，メンブレンを浸して 5 分間静置した．その後，バイオイメージングアナライザー 
LAS1000 plus (FUJIFILM)で検出を行った． 
 
3-2-6 プルダウンアッセイ 
 寺林 (2007) の方法を改変して行った．本項では His-tag 融合 Pmr を His-Pmr，FLAG-tag
融合 Pmr を FLAG-Pmr のように表記する． 
① LB 培地 5 mL の系で His-Pmr 及び FLAG-Pmr, FLAG-TurA-E を発現させ，3-2-2 の方法
で調製した大腸菌細胞抽出液を得た． 
② His-Pmr を含む大腸菌細胞抽出液由来の粗タンパク質 200 g に対して，FLAG-Pmr の場
合 225 g，FLAG-TurA の場合 450 g，FLAG-TurB の場合 225 g，FLAG-TurC の場合
900 g，FLAG-TurD の場合 1,350 g，FLAG-TurE の場合 225 g の粗タンパク質を混合
した． 
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③ MagneHis Protein Purification System (Promega) の Ni-Particles を 30 L 加え，4C, 10 rpm
で 1 時間インキュベートした． 
④ MagneHis Protein Purification System (Promega) の推奨プロトコールに従い His-Pmr を溶
出した． 
⑤ 3-2-4の方法で Tricine-SDS-PAGEを，3-2-5の方法でウェスタンブロッティングを行い，
抗 His-tag 抗体・抗 FLAG-tag 抗体で検出を行った． 
 
3-2-7 ゲルろ過クロマトグラフィーを用いたタンパク質の分子量の推定 
第 2 章 2-2-16 及び 2-2-17 と同様に行った．バッファーは 3-2-3 の buffer A を使用した． 
 
3-2-8 タンパク質間クロスリンク法 
第 2 章 2-2-19 と同様に行った． 
 
3-2-9~12 これらの項の内容は雑誌掲載の形で出版する計画があるため公表できない．5 年
以内に出版予定． 
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3-3 結果 
 
3-3-1 Pmr と TurA-E とのヘテロ多量体形成能の確認 
（Yun and Suzuki et al., 2010, J. Bacteriol., 192:4720-4731 及び修士論文より改変・引用） 
 
 Pmr と TurA-E とのタンパク質間相互作用の検出のために，His-tag 融合 Pmr と FLAG-tag
融合 TurA-E，ポジティブコントロールとして His-tag 融合 Pmr と FLAG-tag 融合 Pmr を用い
たプルダウンアッセイを行った．本項では His-tag 融合 Pmr を His-Pmr，FLAG-tag 融合 Pmr
を FLAG-Pmr のように表記する．いずれもタンパク質間相互作用を阻害しないよう DNA 結
合ドメインである C 末端側にエピトープタグを付加した．E. coli BL21(DE3)を用いた
His-Pmr と FLAG-Pmr, FLAG-TurA-E の発現は，寺林が採用した発現条件である 25C，IPTG
終濃度 0.5 mM で行った [寺林, 2007]．まず各タンパク質の発現量を確認するため，LB 培
地 5 mL の系で目的タンパク質を発現させ，3-2-2 の方法で得た細胞抽出液由来のタンパク
質を SDS-PAGE に一定量ずつ供し，ウェスタンブロッティングで抗 FLAG-tag 抗体を用いて
検出した (Fig. 3-1)．この結果から，各タンパク質の発現量の違いはあるものの，いずれの
タンパク質も今回の条件で発現することが確認できた．SDS-PAGE やウェスタンブロッティ
ングの結果においてFLAG-TurAを含む細胞抽出液由来のタンパク質5 gから得られた目的
タンパク質のバンド強度を基準とすると，他の FLAG-tag 融合タンパク質の発現量は，
FLAG-Pmr, TurB, TurE が FLAG-TurA の 2 倍以上，FLAG-TurC が同程度～やや少ない，
FLAG-TurD が 3 分の 1 以下と見積もられた． 
 プルダウンアッセイは 3-2-6 の手順で行った．本実験では bait タンパク質 (His-Pmr) を含
む大腸菌細胞抽出液と，preyタンパク質 (FLAG-Pmr, FLAG-TurA-E) を含む大腸菌細胞抽出
液を混合し，MagneHis Protein Purification System (Promega)を用いて His-Pmr を精製した後，
ウェスタンブロッティングで FLAG-tag 融合タンパク質を検出した．His-Pmr を含む細胞抽
出液由来のタンパク質 200 g に対して，上述の発現量を考慮して以下に示す量の FLAG-tag
融合タンパク質を含む細胞抽出液由来のタンパク質を反応系に添加した．すなわち，
FLAG-Pmr の場合 225 g，FLAG-TurA の場合 450 g，FLAG-TurB の場合 225 g，FLAG-TurC
の場合 900 g，FLAG-TurD の場合 1,350 g，FLAG-TurE の場合 225 g の細胞抽出液由来の
タンパク質を用いた．Tricine-SDS-PAGE には，FLAG-tag 融合タンパク質を含む細胞抽出液
由来のタンパク質を，FLAG-Pmr の場合 2.5 g，FLAG-TurA の場合 5 g，FLAG-TurB の場
合 2.5 g，FLAG-TurC の場合 10 g，FLAG-TurD の場合 15 g，FLAG-TurE の場合 2.5 g（以
上はプルダウンアッセイに用いたタンパク質量の比と等しくなっている）を，His-Pmr を含
む細胞抽出液由来のタンパク質は 5 g を，プルダウンアッセイ後のタンパク質は 3 g を供
した (Fig. 3-2A)．続いて抗 FLAG-tag 抗体を用いたウェスタンブロッティングで検出したと
ころ，細胞抽出液由来のタンパク質を供したレーンではいずれのサンプルもバンドが検出
されたのに対し，プルダウンアッセイ後のサンプルでは TurA, TurB, TurE, 及びポジティブ
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コントロールとして用いた Pmr ではバンドが検出されたものの，TurC, TurD ではバンドが
検出されなかった (Fig. 3-2B)．また抗 His-tag 抗体を用いたウェスタンブロッティングでは
プルダウンアッセイ後の全てのレーンで His-Pmr が検出され (Fig. 3-2C)，MagneHis Protein 
Purification System を用いた His-Pmr の精製が出来ていることも確認された．以上の結果か
ら，Pmr は TurA, TurB, TurE とヘテロ多量体を形成するものの，TurC, TurD との相互作用は
弱いことが明らかとなった． 
 
3-3-2 TurA, TurB が溶液中でホモ多量体を形成することの確認 
（Suzuki et al., 2011, Biosci. Biotechnol. Biochem., 75:711-717 及び修士論文より改変・引用） 
 
 上述の通り P. putida KT2440 株染色体には 5 つの MvaT ホモログがコードされているが，
このうち turC, turD, turE の転写量は turA, turB と比べて少ないことが明らかとなっている 
[Yuste et al., 2006; Yun et al., 2010]．そこで本研究では，転写量が多く，3-3-1 で Pmr とヘテ
ロ多量体を形成することが示された TurA, TurB に焦点を当てて解析を進めることにした．
まず TurA, TurB が Pmr と同様にホモ多量体を形成するか確認するために，pET26b(+)ベクタ
ーを用いた E. coli BL21(DE3)による大量発現系の構築を行った．発現用プラスミドはタンパ
ク質のC末端側にHis-tagが付加されるように設計されたpET-C-His-turA及びpET-C-His-turB 
[Yun and Suzuki et al., 2010] を用いた．発現条件検討は LB 培地 5 mL で 3-2-2 の方法に従っ
て行い，ベクターコントロールにはインサートを持たない pET-26b(+)を保持した E. coli 
BL21(DE3)を使用した．得られた細胞抽出液由来のタンパク質を SDS-PAGE に供した結果を
Fig. 3-3 に示した．この結果から，TurA の場合は 25C，IPTG 終濃度 0.1 mM が，TurB の場
合は 30C，IPTG 終濃度 0.5 mM が最適な発現条件であると考えた．そこでこの条件で誘導
培養を行った大腸菌から細胞抽出液を取得し， metal chelate affinity chromatography (3-2-3) 
を用いて，段階溶出法によりイミダゾール濃度を 150 mM から 475 mM に上昇させることで
TurA 及び TurB を精製した．得られた溶出プロファイルと，精製状態を確認するための
SDS-PAGE を Fig. 3-4 に示す．精製されたタンパク質量を LB 培地 1 L あたりに換算すると
TurA では 50 mg，TurB では 30 mg であった． 
 精製された TurA, TurB の会合度を調べるため，3-2-7 の方法に従いゲルろ過クロマトグラ
フィーによる会合度の予測を行った．カラムは HiLoad 16/60 Superdex 200 (column volume 
120 ml; GE Healthcare) を，バッファーは 3-2-3 の buffer A を使用し，第 2 章 Fig. 2-2A で作製
した分子量推定のための検量線を用いて会合度を予測した．TurA, TurB について 2 種類の濃
度でカラムに供した結果を Fig. 3-5 に示す．これらの結果から，TurA はいずれの濃度でも
void volume (45 mL) に相当する会合度 70 以上のピークが観察されるものの，120 M では
会合度 54 程度 (分子量 810 k)，20 M では会合度 29 程度 (分子量 430 k) が最も多くなるこ
と，TurB は 130 M では会合度 17 程度 (分子量 250 k)，21 M では会合度 11 程度 (分子量
160 k) を示すことが明らかとなった．なお TurB の溶出プロファイルでは Pmr (第 2 章 Fig. 
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2-2B), TurA とは異なり void volume での溶出は見られず，主要なピークは一種類であった． 
さらにタンパク質間クロスリンク法を用いた TurA, TurB の会合度の確認も行った．架橋
剤 DMS の濃度を決定するためにタンパク質濃度を 0.14 mg/mL (TurA 9.3 M; TurB 9.7 M)，
架橋剤添加後のインキュベート時間を 60 分に固定して，DMS の濃度を変化させて実験を行
った．Tricine-SDS-PAGE で検出した結果を Fig. 3-6A, B に示す．TurA，TurB いずれの場合
も，DMS の濃度が 0.7 mg/mL までは濃度依存的に架橋がかかっていない単量体の割合が少
なくなり，代わりに二量体 (分子量約 30 k)，四量体 (分子量約 60 k) やさらに大きな分子量
を持つ多量体の割合が増加した．第 2 章の Pmr の場合 (Fig. 2-3A) と同様に，DMS 濃度 0.1, 
0.3, 0.5 mg/mL のサンプルでは三量体 (分子量約 45 k) も見られるが，それ以上の濃度では
このバンドは消失していたことから，検出された三量体は四量体が部分的に架橋されたも
のであると考えられた．一方，DMS の濃度が 1.0 mg/mL, 5.0 mg/mL では SDS-PAGE のバン
ドパターンは変化しなかったため，DMS 濃度は 1.0 mg/mL に決定した．次に，DMS 添加後
のインキュベート時間を変化させて実験を行い，Tricine-SDS-PAGE で検出した結果を Fig. 
3-6C, D に示した．この実験でも DMS の濃度を変化させた場合と同様の結果が得られた．
以上から，TurA, TurB も Pmr と同様に二量体を基本構造としたホモ多量体を形成すること
が明らかとなった． 
 
3-3-3~4 これらの項の内容は雑誌掲載の形で出版する計画があるため公表できない．5 年以
内に出版予定． 
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3-4 考察 
 
 本項の内容は雑誌掲載の形で出版する計画があるため公表できない．5 年以内に出版予定． 
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Fig. 3-1. FLAG-tag融合タンパク質の発現量の確認． 
FLAG-Pmr, FLAG-TurA-Eを含む細胞抽出液を (A) SDS-PAGE，(B) 抗FLAG-tag抗体を
用いたウェスタンブロッティングに供した．Mはマーカーを，各レーンの数値は供したタンパク
質量 (mg) を示している． 
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Fig. 3-2. プルダウンアッセイによるPmrとTurA-E間の相互作用の検出． 
His-Pmrを含む細胞抽出液とFLAG-Pmr, FLAG-TurA-Eを含む細胞抽出液を混合し，
His-tagとニッケルのアフィニティーによって精製したサンプルを，(A) Tricine-SDS-
PAGE，(B) 抗FLAG-tag抗体を用いたウェスタンブロッティング，(C) 抗His-tag抗体を
用いたウェスタンブロッティングに供した．Mはマーカーを，“1”はFLAG-tag融合タンパ
ク質を含む大腸菌細胞抽出液を，“2”はプルダウンアッセイ後のサンプルを，“His”は
His-Pmrを含む大腸菌細胞抽出液を泳動したレーンであることを示している． 
42
15 k 
A 
25C 30C 
B 
15 k 
25C 30C 
A 
C M H 
C 
16 
B 
D 
M C H 
Fig. 3-3. TurA, TurBの大腸菌における発現条件検討． 
(A) TurA, (B) TurBの結果を示した．Mはマーカーを，VCはベクターコントロールを，各レーンの数値
はIPTG濃度 (mM) を表す．細胞抽出液由来のタンパク質を(A)では2 mg, (B)では3 mgずつSDS-
PAGEに供した．また最適な発現条件と判断した温度，IPTG濃度を赤字で示した． 
Fig. 3-4. TurA, TurBのアフィニティー精製． 
(A) TurA, (B) TurBのmetal chelate affinity chromatographyにおける溶出プロファイル．目的タン
パク質のピークを赤い矢印で示した．青い線はタンパク質由来の波長280 nmの吸光度を，黄緑色
の線はbuffer B（0.5 Mイミダゾールを含む）の割合（縦軸）を，赤い線と数字はフラクションを表す．
(C) TurA, (D) TurBの精製状態の確認．Mはマーカーを，Cは細胞抽出液を，Hはアフィニティー精
製後のサンプルを表す．各レーン3 mgのタンパク質をSDS-PAGEに供した． 
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Fig. 3-5. ゲルろ過クロマトグラフィーによるTurA, TurBの会合度の確認． 
縦軸はタンパク質由来の波長280 nmの吸光度を，横軸は溶出容量を表している．(A) TurAの
濃度120 mM（青色線）と20 mM（赤色線）での結果．(B) TurBの濃度130 mM（青色線）と21 mM
（赤色線）での結果．検量線から推定される分子量を図中に示した． 
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Fig. 3-6. タンパク質間クロスリンク法によるTurA, TurBの会合度の確認． 
(A), (B) 架橋剤 (DMS) の濃度の検討．TurA (A) またはTurB (B) を0.14 mg/mL (TurA 9.3 mM; 
TurB 9.7 mM) に調整し，DMS添加後に60分間インキュベートしたサンプルを2 mgずつ供したSDS-
PAGEの結果を示した．Mはマーカーを，各レーンの数値は添加したDMSの濃度 (mg/mL) を表して
いる．(C), (D) 経時的なバンドパターンの変化． TurA (C) またはTurB (D) を0.14 mg/mLに調整し， 
DMSを1.0 mg/mLで添加したサンプルを2 mgずつ供したSDS-PAGEの結果を示した．Mはマーカー
を，各レーンの数値はDMS添加後のインキュベート時間（分）を表している．単量体，二量体，多量
体に相当するバンドをそれぞれ赤字のM, D, Oで示した． 
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第 4 章 
 
Pmr の DNA 結合能の解析 
 
4-1 緒言 
 
 H-NS がまず高親和性塩基配列に結合し，その後 DNA 上で多量体化する [Bouffartigues et 
al., 2007; Lang et al., 2007] ことを考えると，Pmr にも高親和性の塩基配列が存在すると予想
される．そこで本章では，Pmr が H-NS 同様に DNA に結合することを確認すると共に，Pmr
の DNA 結合ドメインのみから成るタンパク質を作製し，結合配列の同定を試みた． 
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4-2 材料と方法 
 
4-2-1 使用した菌株，プラスミド，及び培養条件 
本章ではプラスミド構築のために E. coli DH5株 (Toyobo) を，タンパク質発現のために
E. coli BL21(DE3)株 (Novagen) を使用した．本章で使用したプラスミドは Table 4-1 に示し
た．大腸菌の培養条件は第 2 章 2-2-1 に従い，P. putida KT2440(pCAR1)株は 30C で LB 培地
を用いて培養した． 
 
 
4-2-2 タンパク質発現用プラスミドの構築 
 第 2 章 2-2-8 と同様に Table 4-2 のプライマーを用いて行った． 
 
 
4-2-3 E. coli BL21 (DE3)株を用いた目的タンパク質の大量発現 
第 2 章 2-2-13 と同様に行った． 
 
Table 4-1. 本章で使用したプラスミド． 
Plasmid vectors Relevant propertiesa Reference or source 
pET26b(+) pBR322 replicon, Kmr, T7 promoter, lacI Novagen 
pET-C-His-pmr pET-26b(+), NdeI-XhoI fragment containing pmr Yun and Suzuki et al., 2010 
pET-N-His-pmr_ct pET26b(+), NdeI-XhoI fragment containing the gene 
encoding the C-terminal part of Pmr (residues 74-119) with 
6×His at its N-terminus 
This study, Suzuki et al., 2011 
pT7Blue T-Vector Apr, lacZα, T7 promoter, f1 origin, pUC/M13 priming sites Novagen 
pTCAR157-158 pT7Blue T-Vector containing 167,819-168,073 region of 
pCAR1 
This study, Suzuki et al., 2011 
pTCAR20 pT7Blue T-Vector containing 14,934-15,187 region of 
pCAR1 
This study, Suzuki et al., 2011 
pUC19 pMB9 replicon, Apr, lacZ Sambrook and Russell, 2001 
pUC118 pMB9 replicon, Apr, lacZ, M13IG Takara Bio 
aApr and Kmr represent resistance to ampicillin and kanamycin, respectively. 
Table 4-2. 本章で使用したオリゴヌクレオチド. 
Primer Sequence (5’ → 3’)a Reference 
pmr_ct-N-His-F CATATGCACCACCACCACCACCACCGTGCGCAACG
AGCAGTC 
This study, Suzuki et al., 2011 
pmr_ct-N-His-R CTCGAGTCACTGGGTTCGCCATGTCTC This study, Suzuki et al., 2011 
pCAR1-157-158-F GGATTGGCTGGTGAGTGAGT This study, Suzuki et al., 2011 
pCAR1-157-158-R CAATGGATTCGCATGTTGTC This study, Suzuki et al., 2011 
pCAR1-20-F GACCTGCAAGGCCAGGTG This study, Suzuki et al., 2011 
pCAR1-20-R CTCGACATCCTGGTCAACAA This study, Suzuki et al., 2011 
M13-F GTAAAACGACGGCCAGT Takahashi et al., 2009b 
M13-R GGAAACAGCTATGACCATG Takahashi et al., 2009b 
aNdeI and XhoI restriction sites are underlined. 
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4-2-4 His-tag による目的タンパク質のアフィニティー精製 
 第 2 章 2-2-14 と同様に buffer A (20 mM Tris-HCl [pH 7.5, 4C], 0.5 M NaCl, 10%グリセリン) 
及び buffer B (20 mM Tris-HCl [pH 7.5, 4C], 0.5 M NaCl, 10%グリセリン, 0.5 Mイミダゾール) 
を用いて行った． 
 
4-2-5 SDS-PAGE, Tricine-SDS-PAGE 
第 2 章 2-2-12 と同様に行った． 
 
4-2-6 タンパク質間クロスリンク法 
 第 2 章 2-2-19 と同様に行った． 
 
4-2-7 Digoxigenin (DIG) ラベルしたプローブを用いたゲルシフトアッセイ 
DIG Gel Shift Kit 2
nd
 Generation (Roche) を用い，添付のプロトコールを参考に行った．  
＜プローブの作製＞ 
① 1.5 mL チューブに以下の反応系 (total volume 20 L) を混合し，37C で 1 時間インキュ
ベートした． 
x L   プローブ作製に使用する DNA 断片 (100 ng)  
10-x L   MilliQ 水  
4 L    5×Labeling buffer (vial 1) 
4 L    CoCl2 solution (vial 2) 
1 L    DIG-ddUTP solution (vial 3) 
1 L    Terminal transferase (vial 4) 
② 氷上に移し，2 L の 0.2 M EDTA と 3 L の MilliQ 水を加え，-20C で保存した． 
＜電気泳動用ゲルの作製＞ 
電気泳動には Mini-Protean 3 Cell (Bio-Rad) を使用した．Acrylamide/Bis (19:1) 濃度は 5%で
行った． 
試薬 
・ 10×TBE buffer 
108 g  Tris 
55 g   Boric acid 
MilliQ 水に溶解させ，40 mL の 0.5 M EDTA を加え，1 L に fill up して室温で保存した． 
・ 30% (w/v) Acrylamide/Bis (19:1) (Bio-Rad) 
・ TEMED 
・ APS 
操作（試薬はゲル 2 枚分の量を示した．） 
① 30% (w/v) Acrylamide/Bis (19:1) 3.32 mL，10×TBE buffer 0.5 mL，MilliQ 水 16.18 mL，
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TEMED 15 L，20% APS 100 L を穏やかに混合した．ただし TEMED と APS は以下の
操作に進む直前に加えた． 
② 組み立てた Mini-Protean 3 Cell のゲル板の上部まで①の溶液を流し込み，コームを差し
て室温で 30 分程静置してゲルを完全に固めた． 
③ ポリアクリルアミドゲルを泳動槽にセットし，0.25×TBE buffer を泳動槽に満たして 120 
V の電圧をかけて 30 分以上静置した（プレラン）． 
＜タンパク質と DNA のインキュベート，電気泳動＞ 
試薬 
・ TEN buffer (pH 8.0) 
10 mM   Tris 
1 mM    EDTA 
100 mM  NaCl 
MilliQ 水を用いて作製し，室温で保存した． 
操作 
① 1.5 mL チューブに以下の反応系 (total volume 10 L) を混合し，室温で 15 分間インキ
ュベートした．なおプローブ（DIG ラベルした DNA 断片）は TEN buffer で 10 倍希釈
してから使用した． 
2 L       5×Binding buffer (vial 5) 
0.5 L      Poly [d(I-C)] (vial 9) 
0.5 L      Poly L-lysine (vial 11) 
0.5 L      DIG ラベルした DNA 断片 (TEN buffer で 10 倍希釈したもの) 
y L       精製タンパク質 
z L       コンペティターDNA (DIG ラベルしていない DNA 断片) 
6.5-y-z L  MilliQ 水 
② 2.5 L の Loading buffer with bromophenol blue (vial 13) を各サンプルに加え，プレランを
終了したゲルに全量アプライした． 
③ 120 V の電圧をかけて泳動し，bromophenol blue がゲルの下端まで移動したところで泳
動を終了した． 
＜メンブレンへの転写＞ 
① ゲル 1 枚につき，縦 7 cm×横 9 cm に切断したメンブレン (Biodyne® B 0.45 m, PALL)，
縦 10 cm×横 12 cm に切断した濾紙を 8 枚準備し，0.25×TBE buffer に浸した． 
② セミドライ式転写装置に，下から，濾紙 4 枚，メンブレン，ゲル，濾紙 4 枚の順に重
ねてローラーで気泡を抜き，300 mA 定電流，30 V 以下で 60 分間ブロッティングした． 
③ メンブレンをラップで包み，転写した面を下向きにして，FAS-II (Toyobo) を用いて UV
に 3 分間照射した．なおこの段階で，必要に応じて 4C で一晩保存した． 
＜検出＞ 
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試薬 
･ 10×Maleic acid buffer 
1 M   Maleic acid 
1.5 M  NaCl 
粒状の NaOH 及び 1 N NaOH を用いて pH 7.5 に調整し，オートクレーブ後に室温で保
存した． 
･ Maleic acid buffer 
10×Maleic acid bufferをMilliQ水で 10倍に希釈し，オートクレーブ後に室温で保存した． 
･ Blocking stock solution 
Maleic acid buffer に Blocking reagent を 10% (w/v) となるように溶解させ，オートクレー
ブ後に 4C で保存した． 
･ Detection buffer 
0.1 M  Tris 
0.1 M  NaCl 
1 N HCl で pH 9.5 に調整し，孔径 0.22 m のフィルターで濾過して 4C で保存した． 
操作（メンブレン 1 枚あたりの操作を示した．） 
① メンブレンを maleic acid buffer が入った容器に移し，5 分間振盪した．その後バッファ
ーを捨てた． 
② 容器に maleic acid buffer 9 mL と blocking stock solution 1 mL を加えて混合し，30 分間ゆ
っくり振盪した．その後バッファーを捨てた． 
③ 容器にmaleic acid buffer 10 mLと anti-digoxigenin AP-Fab fragment (vial 14) 1 Lを加えて
混合し，30 分間ゆっくり振盪した．その後バッファーを捨てた． 
④ 容器に十分量の maleic acid buffer を入れ，15 分間激しく振盪した．その後バッファー
を捨てた． 
⑤ ④の操作をもう一度繰り返した． 
⑥ メンブレンを少量の detection buffer に浸して約 2 分間静置した． 
⑦ ラップの上に 1 mL の detection buffer を乗せ，10 L の CSPD (vial 15) を加えて混合し
た．この溶液にメンブレンを浸し，10 分間静置した． 
⑧ バイオイメージングアナライザー LAS1000 plus (FUJIFILM)で検出を行った． 
 
4-2-8 32P ラベルしたプローブを用いたゲルシフトアッセイ 
＜プローブの作製＞ 
① 1.5 mL チューブに以下の反応系 (total volume 50 L) を混合し，37C で 30 分間インキ
ュベートした． 
x L   プローブ作製に使用する DNA 断片 (50 ng)  
40-x L   MilliQ 水  
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5 L      10 × T4 Polynucleotide Kinase buffer (Takara Bio) 
2 L      10 × T4 Polynucleotide Kinase (Takara Bio) 
3  L      [-
32
P]ATP (9.25 MBq, Perkin Elmer) 
② illustraTM MicroSpinTM G-25 Columns (GE Healthcare) を用いて未反応の[-32P]ATP を除去
した．操作は添付のプロトコールに従った． 
③ 液体シンチレーションカウンターLSC-5100 (Aloka) を用いてラベリング効率を確認し
た．クリアゾル I (Nacalai Tesque) を用いて②の操作終了後の溶液 1 L あたりの counts 
per minute (cpm) を測定し，数万 cpm以上の値が出ることを確認して次の操作に進んだ． 
＜電気泳動用ゲルの作製＞ 
 4-2-7 の同項と同様に，Acrylamide/Bis (19:1) 濃度を 6%にして作製した．0.25×TBE buffer,  
120 V で 30 分以上プレランを行った． 
＜タンパク質と DNA のインキュベート，電気泳動＞ 
① 1.5 mL チューブに以下の反応系 (total volume 10 L) を混合し，室温で 15 分間インキ
ュベートした．プローブは TEN buffer (4-2-7 参照) で 10 倍希釈してから使用した．反
応系中の poly[d(I-C)]の量を変更する場合は MilliQ 水の量を減らすことで対応した．ま
たタンパク質溶液は MagneHis Binding/Wash Buffer (Promega) でバッファー交換したも
のを同バッファーで希釈して使用した． 
2.5 L      MilliQ 水 
2 L       5×Binding buffer (DIG Gel Shift Kit 2
nd
 Generation, Roche, vial 5) 
0.5 L      Poly[d(I-C)] (1 g/L, DIG Gel Shift Kit 2
nd
 Generation, Roche, vial 9) 
3 L       タンパク質溶液 
2 L       
32
P ラベルした DNA 断片（TEN buffer で 10 倍希釈したもの） 
② 2.5 LのLoading buffer with bromophenol blue (DIG Gel Shift Kit 2nd Generation, Roche, vial 
13) を各サンプルに加え，プレランを終了したゲルに全量アプライした． 
③ 120 V の電圧をかけて泳動し，bromophenol blue がゲルの下端まで移動したところで泳
動を終了した． 
＜検出＞ 
① ゲル 1 枚につき縦 10 cm×横 12 cm に切断した濾紙を 4 枚準備し，4 枚重ねた濾紙の上
に泳動が終了したゲルを乗せ，食品用ラップフィルムで包み，ゲルドライヤーを用い
て 70C で 30 分間乾燥させた． 
② イメージングプレートに 3 時間～一晩感光させた． 
③ イメージングプレートを FLA-5000 (FUJIFILM) で検出した．IPSモード，Gradation 16 bit, 
Resolution 50 m, Laser 635 nm に設定して検出を行った． 
 
4-2-9 原子間力顕微鏡による観察 
 原子間力顕微鏡 (atomic force microscopy, AFM) を用いた観察は Dame et al. (2000, 2005) 
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の方法を参考に，MultiMode scanning probe microscope (Veeco) と Nanoscope IIIa controller 
(Veeco) を用いて行った．なお本項で使用したプラスミド pUC19 は LaboPassTM Mini, Plasmid 
DNA Purification Kit (Hokkaido System Science) を用いて精製した． 
試薬 
･ 5×AFM buffer 
200 mM  HEPES (pH 7.9) 
50 mM   MgCl2 
300 mM  KCl 
MilliQ 水で調製し，室温で保存した． 
操作 
① 1.5 mL チューブに以下の反応系 (total volume 10 L)を混合し，30C で 30 分間インキュ
ベートした．なお，精製タンパク質を加えずにプラスミドのみで観察する場合には，
タンパク質精製用のバッファーのみを加えた． 
2 L   5×AFM buffer 
x L   pUC19 (82 ng) 
y L   精製タンパク質（またはバッファーのみ） 
8-x-y L   MilliQ 水 
② インキュベート後の溶液に 70 L の MilliQ 水を加えて混合した． 
③ 観察用の基盤として使用する薄い雲母板 (SPI Supplies) をセロハンテープで 1 枚めく
り，新しい面を出した． 
④ 雲母板の表面に②の溶液 (計 80 L) のうち 20 L を乗せて，室温で 5 分間静置した． 
⑤ MilliQ 水 1 mL で雲母板の表面を流し，水分をエアダスターで吹き飛ばした． 
⑥ 雲母板を本体にセットし，空気中におけるタッピングモードで表面の観察を行った．
プローブには NCHV silicon probes (Veeco) を使用し，1.0 Hz で走査した．観察像は全
て”flatten auto”で処理を行い，高さは 3 nm に設定した． 
 
4-2-10 P. putida KT2440 株からの total DNA の抽出 
試薬 
･ TE buffer 
･ 10% SDS 
･ 20 mg/mL Proteinase K solution 
･ 5 M NaCl 
･ Hexadecyltrimethyl ammonium bromide (CTAB)/NaCl solution 
4.1% (w/v)   NaCl 
10% (w/v)   CTAB 
調製後は室温で保存した． 
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･ クロロホルム 
･ フェノール/クロロホルム 
･ 2-プロパノール 
･ 70%エタノール 
･ RNase A (Nippon Gene) 
操作 
① P. putida KT2440 株のシングルコロニーを LB 培地 5 mLに植菌し，30C，300 strokes/min
で 17～22 時間培養した． 
② 2 mL チューブに集菌し，TE buffer 567 L を加えて菌体を懸濁した． 
③ 10%SDS を 30 L，proteinase K solution を 3 L 加え，ローテーターで 5 分間穏やかに撹
拌した． 
④ 37C で 7 時間インキュベートした． 
⑤ 5 M NaCl を 100 L，65C に加温した CTAB/NaCl solution を 80 L 加え，ローテーター
で 3 分間穏やかに撹拌した後，65C で 10 分間インキュベートした． 
⑥ クロロホルムを 800 L 加えてローテーターで 3 分間穏やかに撹拌し，13,000 rpm, 室温
で 5 分間遠心を行った後，上清を新しい 2 mL チューブに回収した．この際 DNA が切
れることを防ぐために，チップの先端をハサミで切断し太くしてからゆっくりと回収
した． 
⑦ フェノール/クロロホルムを400 L加えてローテーターで3分間穏やかに撹拌し，13,000 
rpm, 室温で 5 分間遠心を行った後，上層を新しい 1.5 mL チューブに⑥と同様に回収し
た． 
⑧ 2-プロパノールを 700 L加えてローテーターで 5分間穏やかに撹拌した後，13,000 rpm, 
室温で 5 分間遠心を行い，上層を除去した． 
⑨ 70%エタノールを 400 L 加え，チューブ壁面を穏やかに洗浄した後，15,000 rpm, 室温
で 5 分間遠心を行い，上清を除去した． 
⑩ デシケーターで 5 分程度乾燥させた． 
⑪ 100 L の TE buffer を加えて沈殿を溶解させ，RNase A を終濃度 0.1 mg/mL になるよう
に加えて 37C で 1 時間インキュベートした．その後 -20C で保存した． 
 
4-2-11 P. putida KT2440(pCAR1)株のゲノムライブラリーの作製 
＜DNA の断片化＞ 
 東京農業大学の吉川博文先生，松本貴嗣博士の指導のもと実験を行った． 
① 4-2-10 の方法で調製した 5 g の total DNA を 130 L の TE buffer に溶解させた． 
② Acoustic Solubilizer (Covaris) を 200 bp の断片が最も多くなるように設定し，推奨プロト
コールに従い超音波破砕による DNA の断片化を行った． 
③ ①，②の操作をさらに 2 回繰り返し，計 15 g 分の DNA 断片溶液を得た． 
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④ 得られた DNA 断片を QIAquick PCR purification kit (Qiagen) と MinElute Spin column 
(Qiagen) を用いて精製，濃縮した．操作は添付のプロトコールに従った． 
⑤ 2%アガロースゲルで泳動し，マーカーの 100, 200, 300 bp のバンドを目印に，100～300 
bp の領域を切り出した． 
⑥ QIAquick Gel Extraction kit (Qiagen) を用いて DNA 断片を精製した．操作は添付のプロ
トコールに従った． 
＜DNA 断片の末端修復＞ 
 東京農業大学の吉川博文先生，松本貴嗣博士の指導のもと実験を行った．操作は Illumina
社の Multiplexing Sample Preparation Guide に従って行った． 
① 以下の反応系 (total volume 100 L) を氷上で混合した． 
45 L  MilliQ 水 
30 L  断片化後の DNA 溶液 
10 L  T4 DNA Ligase Buffer with 10 mM ATP (New England Biolabs) 
4 L   10 mM dNTP mix (New England Biolabs) 
5 L   T4 DNA Polymerase (New England Biolabs) 
1 L   Klenow Enzyme (New England Biolabs) 
5 L   T4 Polynucleotide Kinase (New England Biolabs) 
② サーマルサイクラーを用いて，20C で 30 分間インキュベートした． 
③ QIAquick PCR purification kit (Qiagen) を用いて DNA 断片を精製，濃縮した． 
＜ゲノムライブラリーの取得＞ 
① pUC118 HincII/BAP (Takara Bio)と DNA 断片をモル比で 1:5, 1:7, 1:10 となるように混合
し，DNA 溶液の半分量の Ligation high (Toyobo) を混合して 16C で 16 時間インキュベ
ートした． 
② 各ライゲーション産物で E. coli DH5を形質転換した。コンピテントセルには
Competent high DH5 (Toyobo)（100 L×3 本）を用い，推奨プロトコールに従って形質
転換を行った．回復培養後に得られた形質転換体の培養液計 2,700 L を LB プレートで
培養し，LB 液体培地で全コロニーを懸濁して集菌した． 
③ LaboPassTM Mini, Plasmid DNA Purification Kit (Hokkaido System Science) を用いてプラ
スミドを精製し，-20C で保存した． 
 
4-2-12 Genomic-SELEX 
 Moss and LeBlanc (2009) 及び Teramoto et al. (2010) の方法を参考にして行った． 
試薬 
・ TE buffer 
・ フェノール/クロロホルム 
・ 氷冷 100%エタノール 
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・ 氷冷 70%エタノール 
・ Ethachinmate (Nippon Gene) 
・ 3 M sodium acetate (Nippon Gene) 
操作 
＜Genomic-SELEX スクリーニングに用いるための DNA 断片の準備＞ 
① 以下の反応系 (total volume 50 L) を氷上で混合した．本実験では PCR酵素としてKOD 
-plus- Neo (Toyobo) を使用した．推奨プロトコールに従って PCR を行った． 
32 L  MilliQ 水 
5 L   10×KOD -plus- Neo buffer 
5 L   2 mM dNTPs 
3 L   25 mM MgSO4 
1.5 L  M13-F primer (10 M) 
1.5 L  M13-R primer (10 M) 
1 L   4-2-11 で作製したゲノムライブラリー 
1 L   KOD -plus- Neo 
② PCR 産物に MilliQ 水 50 L とフェノール/クロロホルム 100 L を加えてよく混合した
後，15,000 rpm, 室温で 10 分間遠心を行い，上層を新しい 1.5 mL チューブに移した． 
③ 3 M sodium acetate を 3.3 L，ethachinmate を 1 L，氷冷 100%エタノールを 250 L 加え
てよく混合し，氷上で 5 分間静置した． 
④ 15,000 rpm, 4Cで 15分間遠心を行った後，上清を除去し，氷冷 70%エタノールを 200 L
加え，チューブ壁面を穏やかに洗浄した． 
⑤ 15,000 rpm, 4C で 5 分間遠心を行った後，上清を除去し，デシケーターで 10 分程度乾
燥させた． 
⑥ 50 L の TE buffer を加えて沈殿を溶解させた． 
⑦ PCR 産物 1.2 g 分を MilliQ 水に計 60 L となるように溶解させ，MagneHis Protein 
Purification System (Promega) の Ni-Particles を 10 L 混合し，1 分間程度撹拌した後，上
清を分取した．（Ni-Particles に非特異的に結合する DNA 断片を取り除くための操作） 
＜SELEX スクリーニング 1 回目＞ 
⑧ 以下の反応系 (total volume 100 L) を混合し，室温で 15 分間インキュベートした． 
65 L    ⑦の上清 
20 L    5×Binding buffer (DIG Gel Shift Kit 2
nd
 Generation, Roche, vial 5) 
x L     Pmr_ct（精製後 5 mM Tris-HCl, pH 7.5 に置換したもの） 
15-x L  MilliQ 水 
⑨ MagneHis Protein Purification System (Promega) を用いて Pmr_ct-DNA 複合体を精製した．
操作は添付のプロトコールに従った． 
⑩ 精製後の溶液を用いて②～⑤の操作を繰り返すことで，複合体から DNA 断片のみを精
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製した．沈殿は MilliQ 水 20 L に溶解させた． 
⑪ 以下の反応系 (total volume 50 L) を氷上で混合し，推奨プロトコールに従って PCR を
行った． 
13 L   MilliQ 水 
5 L   10×KOD -plus- Neo buffer 
5 L   2 mM dNTPs 
3 L   25 mM MgSO4 
1.5 L  M13-F primer (10 M) 
1.5 L  M13-R primer (10 M) 
20 L  ⑩の DNA 溶液 
1 L   KOD -plus- Neo 
⑫ ②～⑥の方法で PCR 産物を精製した． 
＜SELEX スクリーニング 2 回目＞ 
⑬ 以下の反応系 (total volume 100 L) を混合し，室温で 15 分間インキュベートした． 
20 L     5×Binding buffer (DIG Gel Shift Kit 2
nd
 Generation, Roche, vial 5) 
x L      Pmr_ct (精製後 5 mM Tris-HCl, pH 7.5 に置換したもの) 
y L      PCR 産物 (1.2 g) 
80-x-y L  MilliQ 水 
⑭ MagneHis Protein Purification System (Promega) を用いて Pmr_ct-DNA 複合体を精製した．
操作は添付のプロトコールに従った． 
⑮ 精製後の溶液を用いて②～⑤の操作を繰り返すことで，複合体から DNA 断片のみを精
製した．沈殿は MilliQ 水 20 L に溶解させた． 
⑯ ⑪の方法で PCR を行った． 
⑰ ②～⑥の方法で PCR 産物を精製した． 
＜SELEX スクリーニング 3 回目以降＞ 
⑱ ⑬～⑰を必要な回数繰り返した． 
 
4-2-13~15 これらの項の内容は雑誌掲載の形で出版する計画があるため公表できない．5
年以内に出版予定． 
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4-3 結果 
 
4-3-1 Pmr の DNA 結合能の評価 
（Suzuki et al., 2011, Biosci. Biotechnol. Biochem., 75:711-717 及び修士論文より改変・引用） 
 
まず精製した Pmr を用いて in vitro で DNA への結合能を評価できるか調べるために，Pmr
を用いてゲルシフトアッセイを試みた．プローブには，以前行われた ChAP-chip 解析 [Yun 
and Suzuki et al., 2010] において Pmrの結合が見られていた pCAR1上のORF157, 158の内部
に含まれる 255 bpのDNA 断片と，結合が見られていなかったORF20 の内部に含まれる 254 
bp の DNA 断片を使用し (Fig. 4-1)，DIG ラベルしたプローブを用いる手法 (4-2-7) でゲル
シフトアッセイを行った．しかし，いずれのプローブを用いた場合にも Pmr の濃度を上げ
ると分子量の大きな DNA-タンパク質複合体が観察され，Pmr の各 DNA 断片に対する親和
性を評価することは難しいと判断された (Fig. 4-2)．この原因として，Pmr 多量体の分子量
が大きいために急激にバンドシフトが起こってしまい，DNA への親和性が見えにくくなっ
ている可能性が考えられた． 
 
4-3-2 Pmr の DNA 結合ドメインの同定 
（Suzuki et al., 2011, Biosci. Biotechnol. Biochem., 75:711-717 及び修士論文より改変・引用） 
 
 4-3-1 の結果から，Pmr の DNA 結合能を評価するためには DNA 結合ドメインのみを用い
る方が良いと判断し，Pmr の DNA 結合ドメインの同定を行うことにした．第 2 章 Fig. 2-4
のアラインメントからは，N 末端側と C 末端側に保存性の高い領域が，その間に保存性の
低い領域が見出だされていた．そこで C 末端側の 46 残基（N 末端側から数えて 74～119 番
目までの残基）を Pmr の DNA 結合ドメインと予測した．本来 flexible linker が存在する箇所
に His-tag を付加する方がより Pmr 全長での挙動に近いと考え，N 末端側に His-tag を付加
したタンパク質 (Pmr_ct) を発現するプラスミドを pET26b(+)ベクターを用いて作製した．
発現条件検討は 4-2-3 の方法で行い，ベクターコントロールにはインサートを持たない
pET-26b(+)を保持した E. coli BL21 (DE3)を使用した．Tricine-SDS-PAGE の結果 (Fig. 4-3A) 
から，25C，IPTG 終濃度 0.1 mM が最適な発現条件であると考えた．そこで誘導培養後の
大腸菌から得た細胞抽出液から metal chelate affinity chromatography (4-2-4) により Pmr_ct を
精製した．100 mM イミダゾールで夾雑タンパク質を洗浄後，200 mM に上昇させることで
Pmr_ct を溶出させ (Fig. 4-3B)，十分に精製できたことを Tricine-SDS-PAGE で確認した (Fig. 
4-3C)．この方法で精製できたタンパク質を LB 培地 1 L あたりに換算すると約 20 mg であ
った． 
 Pmr_ct は二量体／多量体化ドメインを除いており単量体で存在することが予想されたた
め，タンパク質間クロスリンク法を用いてこの点を確かめることにした．タンパク質濃度
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を 0.14 mg/mL (23 M)，架橋剤 DMS 添加後のインキュベート時間を 60 分に固定して，DMS
の濃度を変化させて実験を行った．Tricine-SDS-PAGE で検出したところ，Pmr_ct は DMS
の濃度を上昇させても単量体以外のバンドが出現しなかった (Fig. 4-4)．以上の結果から，
Pmr_ct は溶液中において単量体で存在することが明らかとなった． 
 そこで Pmr_ct を用いて 4-3-1 と同様にゲルシフトアッセイを行った (Fig. 4-5)．いずれの
プローブでも Pmr_ct の濃度を上昇させると泳動度が変化したが，実験に用いた Pmr_ct が
33~65 pmol の間では，ChAP-chip 解析で結合が見られた領域由来のプローブのみで泳動度の
変化が見られた．またいずれのプローブでもコンペティター (プローブ作製に使用した
DNA 断片の DIG ラベルしていないもの) を加えた場合では，Pmr_ct がプローブから解離す
る様子が観察された．以上の結果から Pmr_ct が Pmr の DNA 結合ドメインであること，Pmr
よりも Pmr_ct を用いた方が DNA への親和性を正確に評価できることが明らかとなった． 
 
4-3-3 原子間力顕微鏡による Pmr-DNA 複合体の観察 
（Suzuki et al., 2011, Biosci. Biotechnol. Biochem., 75:711-717 及び修士論文より改変・引用） 
 
 H-NS が多くの遺伝子の転写を抑制する分子機構は未だ明らかとなっていないが，H-NS
が DNA を架橋することは以前から知られており，この作用が転写抑制に重要な働きを持つ
と考えられている [Dorman and Kane, 2009; Dillon and Dorman, 2010]．そこで Pmr も DNA を
架橋するのか確認するために，Dame et al. (2000, 2005) の方法を参考にして，Pmr 存在下と
非存在下におけるプラスミド pUC19 の形状の変化を原子間力顕微鏡で観察した． 
 pUC19 は，Pmr 非存在下では Fig. 4-6A で示すように円形に観察された．一方，82 ng の
pUC19 に対して 64 ng の Pmr を加え (モル比 Pmr:DNA = 88:1, one dimer per 61 bp)，30C で
30 分間インキュベート後に原子間力顕微鏡で観察したところ，H-NS の場合と同様に架橋さ
れた構造が観察された (Fig. 4-6B)．しかし，82 ng の pUC19 に対して 84 ng の Pmr_ct を加
え (モル比 Pmr_ct:DNA = 280:1, one monomer per 9.6 bp)，インキュベート後に観察を行った
ところ，Pmr の場合とは異なり，観察されたプラスミドの形状はタンパク質を加えていない
時の形状と同様であった (Fig. 4-6C)．以上の結果から，Pmr は H-NS と同様に DNA を架橋
すること，DNA 架橋の過程には二量体／多量体化ドメインが重要な役割を果たすことが明
らかとなった． 
 
4-3-4 Genomic-SELEX 法による Pmr_ct の高親和性塩基配列同定の試み 
（修士論文より改変・引用） 
 
ここまでの結果から，Pmr_ct が Pmr の DNA 結合ドメインであること，Pmr よりも Pmr_ct
を用いた方が DNA への親和性を正確に評価できることが明らかとなった．そこで Pmr_ct
を in vitro で P. putida KT2440(pCAR1)株ゲノムライブラリー由来の DNA 断片に結合させる
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Genomic-SELEX (systematic evolution of ligands by exponential enrichment) 法  (Fig. 4-7) 
[Shimada et al., 2005] を用いて Pmr_ct の高親和性塩基配列の同定を試みることにした． 
 
(1) ゲノムライブラリーの作製 
P. putida KT2440(pCAR1)株から 4-2-10 の方法で total DNA を抽出し，Acoustic Solubilizer 
(Covaris) を用いて超音波破砕により断片化した．200 bp の断片長が最も多くなるように設
定し，4-2-11 の方法で DNA を断片化した後，サンプルをアガロースゲル電気泳動に供し，
マーカーを指標に 100~300 bp の領域を切り出して DNA 断片を精製した．DNA 断片の末端
の平滑化及び 5’末端側のリン酸化は 4-2-11 の方法に従って行った． 
 ライブラリー作製用のベクターには pUC118 HincII/BAP (Takara Bio) を用い，上述の DNA
断片と混合してライゲーション反応を行った．ライゲーション産物で Competent high DH5 
(Toyobo) を形質転換し，合計 1.6×105の形質転換体を得た．P. putida KT2440(pCAR1)株の全
ゲノム長は 6.4×106 bp であり，今回得られた DNA 断片の平均長が 200 bp であると仮定する
と，1.6×105の形質転換体が持つインサート長の合計は全ゲノムの 5 倍の長さに匹敵するた
めライブラリーとして十分に機能すると考えられた．また X-Gal を添加した培地で白コロ
ニー20 個と青コロニー8 個をランダムに選び，各コロニー由来のプラスミドを抽出して
HincII サイト両側の XbaI, PstI サイトで切断したところ，白コロニー全てと青コロニー5 個
で様々な長さのインサートが確認された (Fig. 4-8)．インサートが見られた 25 個のうち 4 個
でバンドが 2 本見られたが，これはインサート内に偶然 XbaI, PstI サイトが入っていたもの
と思われる．この点も考慮して得られたインサートの長さを計算すると，100 bp 未満が 1
個，100~199bp が 12 個，200～299 bp が 4 個，300～399 bp が 5 個，400 bp 以上が 3 個であ
った．以上から，ゲノムライブラリーの多様性も十分であると判断した．よって得られた
形質転換体の全コロニーを回収してプラスミドを精製し，得られた混合プラスミド溶液を
Genomic-SELEX のライブラリーとして使用することにした． 
 
(2) Pmr_ct を用いた Genomic-SELEX 
 (1)で得られたゲノムライブラリーと Pmr_ct を用いて Genomic-SELEX を試みた．インサ
ートを挿入したマルチクローニングサイトのすぐ外側に結合するM13-F, M13-Rプライマー
を用いてインサートを PCR で増幅させ，得られた DNA 断片 1.2 g (インサート長が 200 bp
と仮定すると約 10 pmol に相当) に対して Pmr_ct 0, 150, 300 pmol を加えて室温で 15 分イン
キュベートした．インキュベート時のバッファーには，Pmr_ct の結合が検出されていたゲ
ルシフトアッセイで用いたものを使用した．インキュベート後のサンプルから MagneHis 
Protein Purification System (Promega) で Pmr_ct を精製し，精製後の溶液から DNA 断片を抽
出した．この DNA 断片を鋳型として，M13-F, M13-R プライマーを使用した PCR により増
幅させたDNA断片を次の SELEXスクリーニングに使用した．以上の操作を 6回繰り返し，
Pmr_ct と親和性が高い塩基配列が濃縮されたか確認するために，アガロースゲル電気泳動
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によるバンドパターンの変化（最初はスメアで検出されるが濃縮が進むとラダーに見える
と予想される）を観察した．しかし上述の操作を 3~6 回繰り返す過程におけるバンドパタ
ーンの変化は見られなかった (Fig. 4-9)．また Pmr_ct を入れずに行った実験 (Pmr_ct 0 pmol) 
でも PCR 産物の増幅が見られており (Fig. 4-9)，この方法では Ni-Particles に非特異的に吸
着する DNA を除き切れていないと考えられた．以上より，本手法で Pmr_ct の高親和性塩
基配列を濃縮することは難しいと判断された． 
 
4-3-5 本項の内容は雑誌掲載の形で出版する計画があるため公表できない．5 年以内に出版
予定． 
 
60
4-4 考察 
 
 本項の内容は雑誌掲載の形で出版する計画があるため公表できない．5 年以内に出版予定． 
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Pmrの結合が検出された領域 
ORF20 
80 
60 
40 
20 
80 
60 
40 
20 
ORF157, 158 
Pmrの結合が検出されなかった領域 
Fig. 4-1. ゲルシフトアッセイのプローブとして用いた領域のChAP-chip解析の結果． 
ChAP-chip解析のデータはYun and Suzuki et al. (2010) で報告済みのものを使用した．
横軸はpCAR1上の領域を，縦軸はPmrによる結合の確からしさを示している．各五角形
は遺伝子の位置と向きを表している． 
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Fig. 4-2. Pmrを用いたゲルシフトアッセイ． 
プローブには以前行われたChAP-chip解析 [Yun and Suzuki et al., 2010] において (A) Pmrの 
結合が見られた領域と， (B) 結合が見られなかった領域 (Fig. 4-1参照) からそれぞれ約250 bpの 
領域を選択し，DNA断片をDIGラベルして用いた．各レーンの数値は用いたPmrの量 (pmol) を 
表している．(A), (B)それぞれについて2種類の代表的な泳動パターンを示した． 
Pmr 
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M 0.1 0.5 
25 C 
VC 0.1 0.5 VC 0.1 0.5 VC 
30 C 37 C 
7 k 
M C H 
7 k 
A 
B 
Fig. 4-3. Pmr_ctの大腸菌における発現条件検討とアフィニティー精製． 
(A) Pmr_ctの発現条件検討．Mはマーカーを，VCはベクターコントロールを，各レーンの数値は
IPTG濃度 (mM) を表す．細胞抽出液由来のタンパク質を2 mgずつTricine-SDS-PAGEに供した．
また最適な発現条件と判断した温度，IPTG濃度を赤字で示した．(B) Metal chelate affinity 
chromatographyにおける溶出プロファイル．目的タンパク質のピークを赤い矢印で示した．青い線
はタンパク質由来の波長280 nmの吸光度を，黄緑色の線はbuffer B（0.5 Mイミダゾールを含む）の
割合（縦軸）を，赤い線と数字はフラクションを表す．(C) 精製状態の確認．Mはマーカーを，Cは細
胞抽出液を，Hはアフィニティー精製後のサンプルを表す．各レーン2 mgのタンパク質をTricine-
SDS-PAGEに供した． 
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16 k 
Fig. 4-4. タンパク質間クロスリンク法によるPmr_ctの会合度の確認． 
架橋反応後のPmr_ctを2 mgずつ供したTricine-SDS-PAGEの結果を示した．Mは
マーカーを，各レーンの数値はDMS濃度を表している．タンパク質濃度0.14 mg/mL 
(23 mM), 架橋剤添加後のインキュベート時間60分で実験を行った． 
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Fig. 4-5. Pmr_ctを用いたゲルシフトアッセイ． 
プローブには以前行われたChAP-chip解析 [Yun and Suzuki et al., 2010] において 
(A) Pmrの結合が見られた領域と，(B) 結合が見られなかった領域 (Fig. 4-1参照) から 
それぞれ約250 bpの領域を選択し，DNA断片をDIGラベルして用いた．各レーンの数値は 
用いたPmr_ctの量 (pmol) を表している．コンペティターには，プローブに使用したものと同じ 
DNA断片をDIGラベルせずに用い，各々についてプローブの500倍，1000倍量を加えた． 
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500 nm 
500 nm 
Fig. 4-6. 原子間力顕微鏡で観察したプラスミドpUC19とPmr，Pmr_ctとの複合体の様子． 
(A) Pmrを加えずにpUC19を原子間力顕微鏡で観察した画像，(B) PmrをPmr:DNA=88:1と 
なるように加えて観察した画像，(C) Pmr_ctをPmr_ct:DNA=280:1となるように加えて観察した画像を 
それぞれ示した．各パネル右側は左側の画像の一部を拡大したもので，一辺が500 nmを表す． 
高さは暗色から明色にかけて0.0～3.0 nmを表している． 
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P. putida KT2440(pCAR1) 
total DNA 
DNA fragment  
(100~300 bp) 
Fragmentation Ligation 
Clone library 
PCR amplification 
His-tagged 
Pmr_ct 
Nickel magnetic 
beads 
Washing Elution 
Pmr_ct-DNA 
complexes 
DNA release 
PCR amplification 
5~10 cycles 
Tiling array 
Fig. 4-7. Genomic-SELEX法の手順の模式図． 
P. putida KT2440(pCAR1)ゲノムをライブラリーとして用いてPmr_ctの結合配列を 
同定する手順を模式的に示した． 
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Fig. 4-8. ゲノムライブラリーに含まれるインサートの多様性の確認． 
X-galを加えたLBプレートにおいて，ゲノムライブラリー作製時に得られた白コロニー20個
と青コロニー8個からプラスミドを精製した．インサートを挿入したHincIIサイトの両側の
XbaI, PstIサイトで切断し，3%アガロースゲルを用いた電気泳動でインサートの有無と長
さを確認した．Mはマーカーを表す． 
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Fig. 4-9. Genomic-SELEX後のDNAの泳動パターン． 
各レーンの数字はGenomic-SELEXの操作を繰り返した回数を，Mはマーカーを表す．
Pmr_ct 0, 150, 300 pmolを用いて精製されたDNAを抽出後，PCRで増幅して得られた
DNA断片を1 mgずつ2%アガロースゲルを用いた電気泳動に供した． 
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第 5章 
 
Pmr の結晶化条件のスクリーニング 
 
 本章の内容は雑誌掲載の形で出版する計画があるため公表できない．5年以内に出版予定． 
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第 6章 
 
総括と展望 
 
 本章の内容は雑誌掲載の形で出版する計画があるため公表できない．5年以内に出版予定． 
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補章 
 
Pnd, Phuのタンパク質間相互作用の解析と 
両遺伝子の転写開始点の決定 
 
 本章の内容は雑誌掲載の形で出版する計画があるため公表できない．5年以内に出版予定． 
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